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Das Schlüsselenzym der sekundären Immunglobulin (Ig)-Diversifizierungs-
mechanismen ist die hochmutagene aktivierungsinduzierte Cytidin-Deaminase (AID). 
Nach neuesten Erkenntnissen induziert AID nicht nur im Ig-Locus, sondern zusätzlich 
genomweit DNA-Läsionen, die durch fehlerbehaftete DNA-Reparaturmechanismen zu 
Mutationen umgesetzt werden können. Bisher ist noch wenig bekannt, wie das 
mutagene Potenzial von AID eingeschränkt wird. Es gibt jedoch erste Hinweise, dass 
die Mutationsentstehung durch gezielte Regulation der fehlerbehafteten und 
fehlerfreien DNA-Reparaturmechanismen weitgehend auf den Ig-Locus begrenzt wird.  
Checkpoint-Kinasen überwachen, kontrollieren und erhalten die genetische 
Stabilität zahlreicher Zelltypen. Aufgrund von Ergebnissen, die eine Wechselwirkung 
zwischen der AID-Aktivität und der Checkpoint-Kinase 1 (Chk1) implizieren, wurde im 
Rahmen dieser Doktorarbeit untersucht, ob Chk1 an den Ig-
Diversifizierungsmechanismen der B-Zellen beteiligt ist. In einer humanen B-
Lymphomzelllinie wurde bei Chk1-Hemmung eine Erhöhung der somatischen 
Hypermutation nachgewiesen. Die Chk1-Depletion in DT40-Zellen, einem 
Modellsystem zur Untersuchung der Ig-Diversifizierung, führte ebenfalls zu einem 
signifikanten Anstieg der Mutationsfrequenz im Ig-Locus, der durch Chk1-
Rekonstitution wieder aufgehoben wurde.  
Diese Resultate weisen darauf hin, dass Chk1 die somatische Hypermutation negativ 
reguliert. Aus mechanistischer Sicht könnte Chk1 entweder auf Ebene der AID-
Regulation oder auf Ebene der Reparaturmechanismen in die somatische 
Hypermutation eingreifen. Im Verlauf der Doktorarbeit wurde gezeigt, dass die AID-
Expression und -Aktivität nicht entscheidend von Chk1 verändert wird. Die Rolle von 
Chk1 in der fehlerfreien Reparatur durch homologe Rekombination wurde u.a. durch 
Analyse der Ig-Genkonversionsaktivität näher untersucht. Dabei wurde nachgewiesen, 
dass die Chk1-Depletion in DT40-Zellen zu einer signifikanten Herabsetzung der Ig-
Genkonversionsereignisse, vermutlich durch eine eingeschränkte Funktionsweise der 
homologen Rekombination, führte. 
Insgesamt betrachtet konnte gezeigt werden, dass Chk1 die somatische 
Hypermutationsrate anscheinend durch Aktivierung der fehlerfreien homologen 
Rekombinationsreparatur begrenzt. Chk1 könnte durch diese Funktion zur 
Aufrechterhaltung der genetischen Stabilität in B-Zellen beitragen und somit die 
Entstehung von B-Zelllymphomen verhindern.  
 






The key enzyme of secondary immunoglobulin (Ig) diversification is the activation-
induced cytidine deaminase (AID), which is highly mutagenic. According to latest 
research, AID introduces not only genetic alterations into Ig genes, but additionally 
induces genome-wide DNA lesions, which can be converted into mutations by error-
prone repair mechanisms. So far, little is known about how the mutagenic potential of 
AID is limited. However, some studies suggest that the mutations are mainly restricted 
to the Ig locus by the targeted regulation of error-prone and error-free repair 
mechanisms. 
Checkpoint kinases monitor, control and maintain the genetic stability of numerous cell 
types. Based on results implying an interplay between AID activity and the checkpoint 
kinase 1 (Chk1), in this study it was investigated whether Chk1 contributes to Ig 
diversification in B cells. Chk1 inhibition in a human B lymphoma cell line induced an 
increase in somatic hypermutation. A significant rise in mutation frequency in the Ig 
locus was also observed in Chk1-depleted DT40 cells, a model system for the 
investigation of Ig diversification. These findings were further corroborated by Chk1-
reconstitution in DT40 cells which restored the wild type level of somatic 
hypermutation. 
These results indicate that Chk1 negatively regulates somatic hypermutation. From a 
mechanistic point of view, Chk1 might interfere with somatic hypermutation at the stage 
of regulation of AID or of the repair mechanisms. In the course of this study it was 
observed that AID expression and activity were not changed substantially by Chk1. 
The role of Chk1 in error-free repair by homologous recombination was analysed for 
example by investigating Ig gene conversion. It was demonstrated that Chk1-depletion 
in DT40 cells led to a significant reduction of Ig gene conversion events, presumably 
due to limited promotion of homologous recombination. 
All in all, it could be shown that Chk1 restricts the somatic hypermutation rate, 
apparently by activating the error-free homologous recombination repair pathway. By 
means of this function, Chk1 might contribute to the maintenance of genetic stability in 
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1 EINLEITUNG 
Die Zellen des adaptiven Immunsystems haben die einzigartige Eigenschaft pathogen-
spezifische Rezeptoren auszubilden, deren Affinität sich im Verlauf der Immunantwort 
sogar weiter erhöhen kann. Die hohe Variabilität und Anpassungsfähigkeit der 
Rezeptoren beruhen jedoch auf risikobehafteten genetischen Veränderungen, wie der 
Einführung von Punktmutationen, Einzelstrangbrüchen und Doppelstrangbrüchen. Um 
die Aufrechterhaltung der genetischen Integrität während der adaptiven Immunantwort 
zu gewährleisten und die Entstehung von B-Zelllymphomen zu verhindern, sind 
deshalb strikte Regulationsmechanismen erforderlich. 
1.1 Die adaptive Immunantwort 
Die adaptive Immunantwort wird zum größten Teil durch zwei Zelltypen, die B- und T-
Lymphozyten (B- und T-Zellen), bestimmt1. Das Hauptmerkmal dieser Zelltypen ist die 
Expression von Antigenrezeptoren mit einer einzigen Spezifität, die eine selektive 
Aktivierung der Zellen ermöglicht1.  
Die T-Lymphozyten werden anhand der Expression von Zelloberflächenproteinen, wie 
z.B. des CD4- und CD8-Moleküls, in verschiedene Untergruppen gegliedert2. Die 
zytotoxischen CD8-T-Lymphozyten vernichten infizierte Körperzellen3, wohingegen die 
CD4-T-Lymphozyten sowohl Zellen des angeborenen Immunsystems als auch 
spezifische B-Lymphozyten aktivieren, damit diese die Ursache der Infektion 
beseitigen4. Die aktivierten B-Zellen proliferieren in einem starken Ausmaß und 
differenzieren u.a. zu Plasmazellen, die den Antigenrezeptor nicht mehr auf der 
Zelloberfläche exprimieren, sondern darauf spezialisiert sind, diesen in großen Mengen 
in löslicher Form als Antikörper zu sezernieren1.  
Antikörper sind ein essenzieller Bestandteil des adaptiven Immunsystems, da diese 
spezifisch an die Antigene derjenigen Pathogene binden, die zur Auslösung der 
Immunreaktion geführt haben1. Die spezifische Bindung der Antikörper verhindert 
einerseits die Anheftung von Viren und mikrobiellen Toxinen an die Rezeptoren der 
Wirtszelle und aktiviert andererseits Mechanismen des angeborenen Immunsystems, 
die zur Eliminierung des Pathogens beitragen1. 
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Abbildung 1.1: Überblick über die Immunglobulindiversifizierungsmechanismen und den Aufbau 
des Antikörpermoleküls 
A. Vereinfachte Darstellung der primären Immunglobulin (Ig)-Diversifizierungsmechanismen des IgH-Locus 
von Mus (M.) musculus (nach Schatz und Ji5). Die VDJ-Rekombination führt im Ig-Locus der schweren 
Kette zur zufälligen Verbindung je eines V-, D- und J-Segments. Die ungefähre Anzahl der vorhandenen 
Gensegmente ist jeweils in den Klammern angegeben.  
B. Vereinfachte Darstellung der sekundären Ig-Diversifizierungsmechanismen des IgH-Locus von M. 
musculus (nach Di Noia und Neuberger6). Sowohl die somatische Hypermutation (SHM) als auch der 
Klassenwechsel werden durch AID (activation-induced cytidine deaminase) initiiert. Bei SHM entstehen 
durch fehlerbehaftete Reparaturmechanismen Punktmutationen. Der Austausch der C-Segmente beim 
Klassenwechsel erfolgt durch nicht-homologe Endverknüpfung (non-homologous end joining, NHEJ) der 
eingeführten Doppelstrangbrüche und durch intrachromosomale Deletion des dazwischenliegenden 
Bereichs. Das Diagramm in der Mitte illustriert die Verteilung und Häufigkeit der Mutationen. 
C. Darstellung der Aminosäurevariabilität innerhalb der variablen Domäne der leichten Ig-Kette (nach 
Lodish et al.7). Die CDRs (complementary determining regions) sind intrinsische Mutations-Hotspots und 
weisen aus diesem Grund eine hohe Aminosäurevariabilität auf.  
D. Struktur der variablen Domäne der leichten Ig-Kette eines Antikörpermoleküls (nach Murphy et al.1). Die 
CDRs befinden sich in Schleifenstrukturen in unmittelbarer Nähe zueinander und bilden die 
Antigenbindestelle aus. 
E. Aufbau eines Antikörpermoleküls (nach Peled et al.8). Ein Antikörpermolekül besteht aus zwei 
identischen leichten (hellgrün) und zwei identischen schweren Polypeptidketten (dunkelgrün). Die variable 
Region (gelb) wird aus VJ- bzw. VDJ-Segmenten und die konstante Region (blau) aus einem C-Segment 
ausgebildet. Die Antigenbindestellen (CDRs) sind rot gekennzeichnet. 
Abkürzungen: V, D, J, C: variable-, diversity-, joining-, constant-Segment; S: switch-Region; E: intronischer 
Enhancer; 3’RR: 3’ regulatorische Region 
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1.2 Struktur und Aufbau des Antikörpermoleküls  
Die Grundstruktur eines Antikörpermoleküls besteht aus vier Polypeptidketten, zwei 
identischen leichten Ketten und zwei identischen schweren Ketten, die eine 
symmetrische, durch Disulfidbrückenbindungen verknüpfte, Y-förmige Struktur 
ausbilden9 (Abbildung 1.1 E). Die höchste Diversität weisen drei hypervariable 
Bereiche (complementary determining regions, CDRs) in der variablen Region auf, die 
sich am aminoterminalen Ende des Moleküls befinden10 und in direkten Kontakt mit 
dem Antigen treten9 (Abbildung 1.1 C-E). Das carboxyterminale Ende, das als 
konstante Region bezeichnet wird, ist für definierte Effektorfunktionen zuständig und 
besitzt eine geringe Vielfalt9. Diese asymmetrische Verteilung der Diversität spiegelt 
sich auch auf genetischer Ebene wider9.  
Die Polypeptidketten des Antikörpermoleküls sind in drei separaten Immunglobulin (Ig)-
Loci kodiert, die sich auf unterschiedlichen Chromosomen befinden: der κ- und λ-Locus 
der leichten Kette, sowie der Locus der schweren Kette9. Jeder Ig-Locus ist aus 
verschiedenen Gensegmenten, den variable (V)-, diversity (D)-, joining (J)- und 
constant (C)-Segmenten, aufgebaut, wobei die Loci der leichten Kette keine D-
Segmente enthalten9. Die V-, D- und J-Segmente kommen in hoher Anzahl vor und 
bilden die variable Region des Antikörpermoleküls, wohingegen eines der 8 C-
Segmente für die Ausbildung der konstanten Region benötigt wird9 (Abbildung 1.1 A).  
1.3 Die primären und sekundären Ig-Diversifizierungsmechanismen 
während der B-Zellentwicklung 
Die Vielfalt der Pathogene sowie deren Fähigkeit zur Veränderung setzen eine 
außerordentlich hohe Variabilität der Ig-Gene voraus1. Aufgrund der begrenzten 
Genomkapazität haben sich deshalb Mechanismen basierend auf Genumordnungen 
und der Einführung von Mutationen entwickelt, die zur Ausbildung von weit mehr als 
1011 verschiedenen Antigenrezeptoren führen11. 
1.3.1 Die primären Ig-Diversifizierungsmechanismen 
Die Entstehung des primären Antikörper-Repertoires beginnt ohne vorherigen 
Antigenkontakt in der frühen B-Zellentwicklung im Knochenmark mit dem 
Mechanismus der V(D)J-Rekombination12,13 (Abbildung 1.1 A). Hierbei erfolgt die 
Verbindung eines zufällig ausgewählten VL- und JL-Segments in den Loci der leichten 
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Kette bzw. eines VH-, DH- und JH-Segments im Locus der schweren Kette12,13. Reguliert 
wird dieser Prozess durch die Expression des lymphozytenspezifischen Rekombinase-
Komplexes RAG1/2 (recombination activating gene 1/2), der durch die 
sequenzspezifische Einführung von Doppelstrangbrüchen die Rekombination der 
Gensegmente initiiert14-16 und die Rekrutierung von zahlreichen Enzymen der nicht-
homologen Endverknüpfung  (non-homologous end joining; NHEJ) induziert17. 
Zudem wird die Antikörpervielfalt, insbesondere in der hypervariablen CDR3-Region 
(Abbildung 1.1 C), beim Zusammenfügen der Gensegmente durch die Modifikation der 
Verbindungsstellen erhöht18. Dies erfolgt z.B. durch die Bildung palindromer 
Sequenzabschnitte (Palindromische Nukleotide, P-Nukleotide), das 
matrizenunabhängige Hinzufügen von Nukleotiden durch die Terminale 
deoxynukleotid-Transferase (TdT; Nicht-matrizenkodierte Nukleotide, N-Nukleotide), 
sowie durch die Entfernung von Nukleotiden durch Exonukleasen19,20. 
Zusätzlich wird die Variabilität  der Antigenbindestelle, die aus der variablen Region 
einer leichten und einer schweren Kette ausgebildet wird, durch die vielfältigen 
Kombinationsmöglichkeiten der beiden Polypeptidketten gesteigert9. 
Nach erfolgreicher Umlagerung der V(D)J-Segmente verlassen die unreifen B-Zellen 
mit ihrem spezifischen Antigenrezeptor das Knochenmark und zirkulieren im Blut sowie 
dem lymphatischen Gewebe21,22. 
1.3.2 Die sekundären Ig-Diversifizierungsmechanismen 
Falls die naiven B-Zellen in der Peripherie auf ein für den Antigenrezeptor passendes 
Antigen treffen und dabei eine zusätzliche Kostimulation von T-Zellen erhalten, werden 
die B-Zellen aktiviert23. Infolgedessen bilden sich Keimzentren, in denen die 
sekundären Ig-Diversifizierungsmechanismen stattfinden (Abschnitt 1.4.1). Dabei wird 
das primäre Antikörper-Repertoire erweitert, indem u.a. in das umgeordnete V(D)J-
Segment gezielt Mutationen eingeführt werden6 (Abbildung 1.1 B). Dieser als 
somatische Hypermutation (somatic hypermutation, SHM) bezeichnete Mechanismus 
führt in den Ig-Genen zu ca. 1 Mutation pro 1000 Basenpaaren pro Zelle pro 
Generation – einer bis zu 106-fach gesteigerten Mutationsrate im Vergleich zum 
restlichen Genom – und erhöht dadurch in Koordination mit positiven sowie negativen 
Selektionsmechanismen die Antikörperaffinität zum Antigen24,25. Die Mutationen 
beginnen 100-200 Basenpaare nach der Transkriptionsinitiationsstelle des V-
Segments, nehmen in ihrer Häufigkeit im V(D)J-Exon rapide zu und zeigen nach 
1,5-2 Kilobasen vor den regulatorischen Regionen des C-Segments eine exponentielle 
Abnahme26-28. Darüber hinaus treten die Mutationen bevorzugt in definierten Motiven 
                                                                                                  EINLEITUNG 5 
auf, wie z.B. im WRCY/RGYW-Motiv (W = Adenin/Thymin, R = Adenin/Guanin, C = 
Cytosin, G = Guanin und Y = Cytosin/Thymin)29,30. Um eine besonders hohe Variabilität 
in den Antigenbindestellen zu erzeugen, passte sich der Codon-Gebrauch im Verlauf 
der Evolution an, so dass sich ein Großteil dieser Sequenzmotive in den CDR-
Regionen befindet31,32. 
Ein weiterer sekundärer Ig-Diversifizierungsmechanismus, als Klassenwechsel (class 
switch recombination, CSR) bezeichnet, findet in der konstanten Region der Ig-Gene  
statt (Abbildung 1.1 B). Diese enthält 5 Haupt-C-Segmente (Cµ-, Cδ-, Cγ-, Cε- und 
Cα), von denen jeweils nur eines genutzt wird, um die Antikörperklasse (IgM, IgD, IgG, 
IgE oder IgA) festzulegen33. Die Antikörperklassen, die auch als Isotypen bezeichnet 
werden, weisen eine unterschiedliche Verteilung im Gewebe auf und sind auf die 
Eliminierung bestimmter Pathogene spezialisiert33. Je nach Ort der Infektion sowie der 
Art des Krankheitserregers kann ein definierter Klassenwechsel hervorgerufen 
werden33. Auf molekularer Ebene erfolgt dies durch die Einführung von 
Doppelstrangbrüchen34 und führt durch intrachromosomale Deletion zum Austausch 
des genutzten C-Segments35. 
1.3.3 Der molekulare Hintergrund der sekundären Ig-Diversifizierungs-
mechanismen 
Auch wenn die sekundären Diversifizierungsmechanismen Unterschiede sowohl in 
Bezug auf die Lokalisation innerhalb der Ig-Gene als auch auf den Mechanismus 
aufweisen, führt eine Defizienz in einem einzigen Enzym – der aktivierungsinduzierten 
Cytidin-Deaminase AID (activation-induced cytidine deaminase) – zur vollständigen 
Abschaltung beider Prozesse36-38. Die katalytische Aktivität von AID führt zu einer 
Basenmodifikation – der Deaminierung von Cytosin  zu Uracil –, die trotz der 
Sequenzhomologie von AID zu einer RNA-editierenden Deaminase (APOBEC1) an 
einzelsträngiger DNA (single-stranded DNA, ssDNA) erfolgt39.  
Obwohl AID eine Cytosin-Deaminase ist, werden in vivo bei der somatischen 
Hypermutation sowohl Mutationen an C:G- als auch A:T-Basenpaaren im gleichen 
Ausmaß erzeugt6. Zudem geht der Klassenwechsel von AID-initiierten 
Doppelstrangbrüchen aus40. Diese Mutationsvariabilität ist besonders erstaunlich 
angesichts der Tatsache, dass Uracil gewöhnlich fehlerfrei durch die 
Basenexzisionsreparatur und die Mismatch-Reparatur entfernt und durch Cytosin 
ersetzt wird41-43. Studien zahlreicher Knockout-Mäuse zeigten jedoch, dass die 
Basenexzisionsreparatur und die Mismatch-Reparatur in den Ig-Genen durch nicht-
kanonische Mechanismen zu einer fehlerbehafteten Reparatur führen6. Aufschluss 
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darüber gibt das Modell von Neuberger, das darlegt, wie in den Ig-Genen durch die 
unterschiedliche Prozessierung der U:G-Basenpaare ein weites Spektrum an 
Mutationen entsteht6.  
Die fehlerbehafteten Prozessierungsmechanismen der somatischen Hypermutation 
werden anhand dieser Erkenntnisse in drei Phasen eingeteilt (Abbildung 1.2). In den 
Phasen 1 a und 1 b entstehen hauptsächlich Mutationen an C:G-Basenpaaren, wobei 
Phase 1 a durch Transitionsmutationen und Phase 1 b durch Transitions- und 
Transversionsmutationen gekennzeichnet ist. In Phase 2 treten insbesondere 
Transitions- und Transversionsmutationen an A:T-Basenpaaren auf. Der molekulare 
Hintergrund wird im Folgenden erläutert: 
I. In Phase 1 a erfolgt eine direkte Replikation über das U:G-Basenpaar. Dabei 
entsteht aufgrund der Fehlpaarung von Uracil mit Adenin, abhängig davon auf 
welchem Strang sich das Uracil befindet, eine CàT- oder GàA-
Transitionsmutation44.  
II. In Phase 1 b wird das Uracil vor der Replikation durch die Uracil-DNA-
Glykosylase 2 (UNG2), eine Komponente der Basenexzisionsreparatur, entfernt45. 
Bei der konventionellen short-patch-Basenexzisionsreparatur wird im Folgenden 
die apurinische/apyrimidinische Endonuklease (APE) rekrutiert, die einen 
Einzelstrangbruch setzt46. Diese DNA-Läsion wird im Anschluss durch die fehlerfrei 
prozessierende Polymerase ß und weitere Enzyme repariert46. In Phase 1 b der 
somatischen Hypermutation kommen stattdessen Transläsionspolymerasen 
(translesion synthesis, TLS-Polymerasen) APE-unabhängig zum Einsatz, die ein 
weitaus flexibleres aktives Zentrum aufweisen, jedoch als Konsequenz Nukleotide 
mit einer höheren Fehlerwahrscheinlichkeit einfügen6,47. Hierbei nehmen die TLS-
Polymerasen Rev1 und Pol ζ eine vorherrschende Rolle ein und erzeugen bei 
Replikation über  abasische Stellen Transversionsmutationen an C:G-
Basenpaaren48-51. Die Beteiligung weiterer TLS-Polymerasen, wie Pol θ und ι,  ist 
noch nicht vollständig geklärt52-55, wohingegen die Mitwirkung von Pol κ an der 
somatischen Hypermutation nahezu ausgeschlossen wurde56-58. 
III. Die Phase 2 der somatischen Hypermutation, die durch das Auftreten von 
Mutationen an A:T-Basenpaaren gekennzeichnet ist, ist in Mut S Homolog 2/6 
(MSH2/6)-defizienten Mäusen blockiert, die einen Defekt in der Mismatch-
Reparatur aufweisen59. Man geht davon aus, dass das Heterodimer MSH2/6 das 
fehlgepaarte U:G-Basenpaar in den Ig-Genen erkennt, das Uracil sowie 
umgebende Nukleotide durch die Exonuklease I entfernt werden60 und die 
Nukleotide durch die fehlerbehaftete DNA-Synthese der TLS-Polymerase η ersetzt 
werden61-63. Die Erzeugung von Mutationen an A:T-Basenpaaren spiegelt die 
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biochemische Eigenschaft der Pol η wider, u.a. bevorzugt ein Guanin gegenüber 
einem Thymin einzubauen64. 
 
	  
Abbildung 1.2: Das Neuberger-Modell der somatischen Hypermutation (nach Di Noia und 
Neuberger6) 
Die Cytosin-Deaminase-Aktivität von AID führt zur Entstehung von Uracilen. Uracile werden gewöhnlich 
fehlerfrei durch die Basenexzisionsreparatur repariert (4). In den Ig-Genen entstehen jedoch durch 
fehlerbehaftete Reparaturmechanismen Mutationen: Durch die direkte Replikation über das Uracil (1a), die 
Entfernung des Uracils durch UNG und anschließende Transläsionssynthese (TLS-Synthese) (1b) sowie 
durch die Prozessierung des Uracils durch Komponenten der Mismatch-Reparatur (2). (1a) und (1b) 
führen hauptsächlich zur Entstehung von Mutationen an C:G-Basenpaaren, wohingegen (2) durch 
Mutationen an A:T-Basenpaaren gekennzeichnet ist. Nach Inzision der abasischen Stelle durch APE1/2 
entstehen Einzel- und Doppelstrangbrüche (3), die als initialer Ausgangspunkt für den Klassenwechsel 
(vermittelt durch die nicht-homologe Endverknüpfung; NHEJ) und die Ig-Genkonversion (vermittelt durch 
die homologe Rekombinationsreparatur; HR-Reparatur) dienen. Fehlerfreie Reparaturmechanismen sind 
grün gekennzeichnet, fehlerbehaftete rot. 
 
Beim Klassenwechsel werden von UNG2 ebenfalls Uracile entfernt, die von AID vor 
den C-Segmenten in die sogenannten Switch-Regionen eingefügt wurden45,65. Im 
Anschluss werden an den so erzeugten abasischen Stellen durch APE1/2 
Einzelstrangbrüche eingeführt66,67. Befinden sich die entstandenen Einzelstrangbrüche 
in räumlicher Nähe und auf gegenüberliegenden Strängen, kann es zur Ausbildung von 
Doppelstrangbrüchen kommen, die für die Einleitung der intrachromosomalen Deletion 
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benötigt werden33. Es gibt aber auch Hinweise auf einen UNG-unabhängigen Weg 
über die Mismatch-Reparatur68. 
1.3.4 Besonderheiten der Ig-Diversifizierungsmechanismen in Gallus 
gallus (Haushuhn) 
Die Ig-Diversifizierungsmechanismen V(D)J-Rekombination und somatische 
Hypermutation sind die Grundlage für die hohe Vielfalt der Antigenrezeptoren in 
Menschen und Mäusen. Andere Spezies wie z.B. Hühner, Hasen, Pferde, Schweine 
und Kühe weisen nur ein eingeschränktes V(D)J-Repertoire auf69. In Hühner-B-Zellen 
enthalten die Ig-Loci der leichten und schweren Kette dementsprechend nur je ein 
funktionelles V- und J-Segment70,71 (Abbildung 1.3). Wenige Kilobasen stromaufwärts 
der funktionellen Segmente befinden sich jedoch 25 bzw. im Fall der schweren Kette 
80 Pseudo-V-Segmente (Pseudogene, ΨV), die weder einen funktionellen Promotor 
noch V(D)J-Rekombinationssignalsequenzen aufweisen und deshalb von der V(D)J-
Rekombination ausgeschlossen sind71-73. 
 
	  
Abbildung 1.3: Immunglobulindiversifizierungsmechanismen in G. gallus, dargestellt am Beispiel 
des IgL-Locus (nach Reynaud et al.72) 
Der IgL-Locus der Hühner-B-Zellen weist nur jeweils 1 V- und J-Segment auf, die durch die VJ-
Rekombination verbunden werden. 5’ der VJ-Region befinden sich 25 V-Pseudogene (ΨV), deren 
Sequenzen durch unidirektionalen Gentransfer in die rearrangierte VJ-Region eingebracht werden können 
um eine höhere Immunglobulinvariabilität zu erreichen. Dieser Prozess wird als Ig-Genkonversion 
bezeichnet. Die somatische Hypermutation findet nur zu einem geringen Anteil statt. 
 
Um eine hohe Variabilität in den Antigenbindestellen zu erzeugen, existiert in diesen 
Spezies ein weiterer, auf den Pseudogenen basierender Ig-
Diversifizierungsmechanismus, die Ig-Genkonversion (Ig gene conversion, GC). Bei 
diesem Prozess erfolgen zahlreiche, aufeinanderfolgende Zyklen eines 
intrachromosomalen, unidirektionalen Gentransfers, die zur Übertragung von 
Sequenzabschnitten aus den Pseudogenen in das umgeordnete V(D)J-Segment 
führen, wobei die ursprünglichen Pseudogensequenzen unverändert bleiben74,75. Der 
Ausgangspunkt für diesen Mechanismus ist wie beim Klassenwechsel ein 
Doppelstrangbruch, der jedoch nicht in den Sequenzen vor den C-Segmenten, 
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sondern innerhalb des umgeordneten V(D)J-Segmentes durch die Zusammenarbeit 
von AID, UNG2 und vermutlich APE1/2 eingeführt wird76-81. Faktoren der homologen 
Rekombinations (HR)-Reparatur, wie die Rad51-Paraloge und Rad54, sind an diesem 
Prozess maßgeblich beteiligt82-84. 
Durch die Detektion von seltenen, genkonversionsähnlichen Ereignissen in den Ig-
Genen von Mäusen und Menschen gewann der Mechanismus der Ig-Genkonversion 
erst in jüngster Zeit zunehmend an Bedeutung für die Forschung85-89. 
1.4 Regulationsmechanismen der somatischen Hypermutation 
Durch die Ig-Diversifizierungsprozesse kann das adaptive Immunsystem 
schnellstmöglich auf die Variabilität der Pathogene reagieren. Die damit verbundene 
Einführung von Punktmutationen und Doppelstrangbrüchen setzt allerdings strikte 
Regulationsmechanismen voraus. Wird ein AID-Transgen konstitutiv und ubiquitär in 
Mäusen exprimiert, entwickeln sich Tumore aus T-Lymphozyten und Epithelzellen des 
respiratorischen Trakts, nicht aber aus B-Lymphozyten90,91. Diese und weitere Studien 
weisen auf B-zellspezifische Kontrollsysteme hin, die einer Tumorbildung 
entgegenwirken90-93. 
In Bezug auf die somatische Hypermutation unterscheidet man mehrere Ebenen der 
Regulation: Einerseits wird die zeitliche Begrenzung der somatischen Hypermutation 
durch die Regulation der AID-Expression und -Aktivität festgelegt, andererseits muss 
die Zielleitung von AID zu den Ig-Loci sichergestellt werden, um die Entstehung von B-
Zelllymphomen zu verhindern. Darüber hinaus existieren Regulationsmechanismen, 
die die Entscheidung zwischen fehlerfreier und fehlerbehafteter Reparatur steuern. 
1.4.1 Zeitliche Begrenzung der somatischen Hypermutation während der 
Keimzentrumsreaktion 
Die somatische Hypermutation findet während der T-zellabhängigen Immunantwort in 
einem sehr begrenzten Zeitraum der B-Zelldifferenzierung in Keimzentren (KZ) statt94. 
Keimzentren wurden zum ersten Mal 1884 von Walther Flemming als distinkte, 
mikroanatomische Regionen in sekundären lymphoiden Organen beschrieben, die 
Zellen mit hoher mitotischer Aktivität enthalten95. Weiterführende Studien definierten 
Keimzentren als  Orte der klonalen B-Zellexpansion, der Ig-Diversifizierung, der 
schrittweisen Erhöhung der Antikörperaffinität zum Antigen - der sogenannten 
Affinitätsreifung - sowie der sekundären B-Zelldifferenzierung94,96-101. 
                                                                                                  EINLEITUNG 10 
Histologisch betrachtet lässt sich das Keimzentrum in zwei Bereiche einteilen: die 
dunkle Zone mit dicht gepackten, stark proliferierenden B-Lymphozyten, den 
Zentroblasten, sowie die helle Zone, in der die als Zentrozyten bezeichneten B-
Lymphozyten und follikuläre T-Helferzellen von einem Netzwerk aus 
antigenpräsentierenden follikulären dendritischen Zellen durchzogen sind101,102. Nach 
neuesten Erkenntnissen können Zentroblasten (CXCR4+ CD86- CD83-) und 
Zentrozyten (CXCR4- CD86+ CD83+) u.a. anhand des Expressionslevels des 
Chemokinrezeptors CXCR4 charakterisiert werden und unterscheiden sich nicht, wie 
ursprünglich angenommen, in ihrer Größe und Morphologie103-106. Microarray-Analysen 
CXCR4-positiver und -negativer KZ-B-Zellen104, in vivo-Bildgebungsverfahren106-108 
sowie die Technik der in situ-Photoaktivierung103 führten zur Entwicklung eines 
erweiterten Keimzentrumsmodells, das einen neuen Einblick in die Regulation der 
somatischen Hypermutation eröffnet101: 
Demnach ist die Keimzentrumsreaktion ein hochdynamischer Prozess, der sowohl 
durch interzonale Migration der KZ-B-Zellen, als auch durch iterative Selektionszyklen 
gekennzeichnet ist103,109,110. Die KZ-B-Zellen der dunklen Zone weisen eine hohe 
Expression von AID, den Polymerasen η und θ sowie zahlreichen DNA-
Reparaturfaktoren auf, die an der somatischen Hypermutation beteiligt sind103,104. 
Führen die genetischen Veränderungen in den Ig-Loci zu einem Stopp-Codon oder 
einer Leserasterverschiebung, kann der B-Zellrezeptor nicht mehr auf der 
Zelloberfläche exprimiert werden und die KZ-B-Zellen werden durch apoptotischen 
Zelltod entfernt111. Die überlebenden KZ-B-Zellen regulieren die somatischen 
Hypermutationsfaktoren herunter und wandern nach einer oder mehreren Zellteilungen 
in die helle Zone des Keimzentrums, in der die negative Selektion derjenigen B-Zellen 
erfolgt, die einen niederaffinen oder autoreaktiven B-Zellrezeptor aufweisen99,112. 
Haben die B-Zellen jedoch eine höhere Affinität zum Antigen erreicht, werden sie 
positiv selektiert und wandern entweder zurück in die dunkle Zone und durchlaufen 
weitere Zyklen von Proliferation, Mutation und Selektion103,109,110 oder sie differenzieren 
terminal in antikörpersezernierende Plasmazellen sowie langlebige Gedächtnis-B-
Zellen und verlassen das Keimzentrum113. 
Die bidirektionale Migration der KZ-B-Zellen zwischen der dunklen und hellen Zone 
impliziert eine alternierende An- und Abschaltung verschiedener 
Genexpressionsmuster. Die Grundlage hierfür bildet ein komplexes Netzwerk aus 
Schlüsseltranskriptionsfaktoren der Keimzentrumsreaktion sowie posttranskriptionellen 
Regulationsmechanismen. 
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1.4.2 Regulation der AID-Expression durch transkriptionelle und post-
transkriptionelle Mechanismen 
Die präzise abgestimmte Regulation der AID-Expression spiegelt sich im Aufbau des 
AID-Promotors wider, der konservierte Bindestellen für mindestens 19 
Transkriptionsfaktoren aufweist114. Entscheidend für die Induktion der AID-Expression 
ist die T-zellabhängige Aktivierung der B-Zellen über die kostimulatorische 
CD154:CD40-Interaktion36. Es konnte aber auch eine Beteiligung von Zytokinen wie 
IL-4, IFN-γ und TGF-β nachgewiesen werden36,115. Diese Signale führen in 
Zentroblasten zur transkriptionellen und posttranskriptionellen Induktion von 
Transkriptionsfaktoren, die direkt - wie Pax5116, HoxC4117 und E2A118 - sowie 
vermutlich indirekt - wie Bcl6119,120 und Bach2121,122 – die Erhöhung der AID-Expression 
bewirken. Sowohl in sich differenzierenden Zentrozyten104 als auch in Plasmazellen 
wirken hingegen andere Transkriptionsfaktoren wie Blimp1123, Irf4124 und Xbp1125 der 
AID-Expression entgegen.  
Die differenzielle Regulation der AID-Expression ist auch auf posttranskriptioneller 
Ebene vorhanden. Die lymphozytenspezifische miRNA-155 bindet an die 3’ UTR 
(untranslated region) der AID-mRNA und reduziert dadurch die AID-Level auf 
Transkript- und Proteinebene126,127. Diese Feinabstimmung der AID-Regulation erfolgt 
präferenziell in CXCR4--KZ-B-Zellen (Zentrozyten), die eine hohe Expression des miR-
155-Vorläufers BIC aufweisen104. 
1.4.3 Regulation der AID-Aktivität durch Kompartimentalisierung und 
Phosphorylierung 
Die Kompartimentalisierung der Zelle bildet eine weitere Grundlage für die gezielte 
Einschränkung der AID-Aktivität. Trotz der geringen Größe des AID-Proteins von 
24 kDa, die eine passive Diffusion durch die Kernporen ermöglichen würde, ist AID 
vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert128. Neben der zytosolischen Retention konnte 
auch ein aktiver nukleärer Import- und Exportmechanismus des AID-Proteins 
nachgewiesen werden129-131. Darüber hinaus steht die Stabilität des AID-Proteins in 
direktem Zusammenhang mit seiner subzellulären Verteilung132. Durch den schnellen 
proteasomalen Abbau im Zellkern wird dort die Halbwertszeit des AID-Proteins deutlich 
reduziert, wohingegen im Zytoplasma eine Hsp90-abhängige Stabilisierung des AID-
Proteins erfolgt132,133.  
Eine zusätzliche Regulationsebene der AID-Aktivität stellt die Phosphorylierung dar, 
die im AID-Protein an bisher 7 identifizierten Positionen erfolgen kann (Ser3, Thr27, 
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Ser41, Ser43, Ser38, Thr140 und Tyr184)134-137. Die Kinasen und Phosphatasen, die 
den AID-Phosphorylierungsstatus aufrechterhalten, sind nur z.T. bekannt138. Am 
detailliertesten untersucht ist die sich positiv auswirkende Phosphorylierung an 
Serin 38, die durch die Proteinkinase A (PKA) vermittelt wird134,139 und die AID-Bindung 
an das Replikationsprotein A (RPA) fördert140,141. 
1.4.3.1 Regulation der AID-Spezifität durch bevorzugte Rekrutierung an 
die Ig-Loci 
Die Regulation der AID-Expression und -Aktivität ist essenziell für die 
Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität90,142, sie bietet jedoch keine Erklärung für 
die bevorzugte Rekrutierung von AID an die Ig-Loci. 
Es ist bekannt, dass die Transkriptionsrate der Ig-Loci direkt mit der 
Hypermutationsrate korreliert143-145. Zudem zeigen neueste Ergebnisse, dass AID 
während der Transkription mit pausierten RNA-Polymerase-II-Komplexen und dem 
Transkriptionselongationsfaktor Spt5 assoziiert146-148. Da bei der angehaltenen 
Transkriptionselongation einzelsträngige Regionen über einen längeren Zeitraum 
freigesetzt werden, könnte dies erklären, wie AID Zugang zu seinem Substrat – ssDNA 
– erhält39,149. Die bevorzugte Zielleitung zu den Ig-Loci könnte durch zusätzliche 
Interaktion von AID mit RPA150,151, dem Spleißfaktor Ptbp2152 oder dem 14-3-3-
Komplex153 erfolgen.  
1.4.4 B-Zelllymphome – eine mögliche Konsequenz fehlgeleiteter AID-
Aktivität 
In jüngster Zeit erweiterten genomweite Analysen das Verständnis der AID-Ziellleitung 
in hohem Maße. Durch ChIP-Seq-Analysen (Chromatinimmunpräzipitationen gefolgt 
von Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierungen) wurde nachgewiesen, dass AID in 
aktivierten B-Zellen mit fast 6000 Nicht-Ig-Genen assoziiert150. Darüber hinaus wurde 
mit der ChIP-Chip-Methode (einer Kombination aus Chromatinimmunpräzipitationen 
und Microarray-Chip-Analyse) gezeigt, dass physiologische AID-Level über 300 
Doppelstrangbrüche außerhalb der Ig-Loci hervorrufen154. Locusspezifische Analysen 
bestätigten, dass AID in KZ-B-Zellen, aber auch in B-Zelllymphomen, Mutationen in 
Nicht-Ig-Genen wie Bcl6155,156, c-Myc157, CD95158 und Pax5 induziert159.  
Ein entscheidendes Charakteristikum von B-Zelllymphomen sind tumorfördernde 
chromosomale Translokationen. Dabei wird meist die kodierende Region eines Proto-
Onkogens durch Fusion mit einem anderen Chromosom unter die Kontrolle einer 
                                                                                                  EINLEITUNG 13 
starken regulatorischen Region gebracht, die dadurch zu einer deregulierten 
Expression des Proto-Onkogens führt160. Das Kennzeichen von Burkitt-B-
Zelllymphomen ist z.B. eine IgH/c-Myc-Translokation, bei der das Proto-Onkogen c-Myc 
mit der regulatorischen Region des IgH-Locus fusioniert ist161-163. Evidenzen häufen 
sich, dass AID direkt an der Erzeugung der IgH/c-Myc-Translokation beteiligt ist, indem 
es im c-Myc-Gen und im IgH-Locus zu Doppelstrangbrüchen führt157,164,165. Darüber 
hinaus zeigen genomweite Studien, dass AID nicht nur in c-Myc, sondern in 
zahlreichen weiteren Genen Translokationen hervorruft166,167. 
1.4.5 Regulation der somatischen Hypermutation durch fehlerfreie und 
fehlerbehaftete Reparaturmechanismen 
Angesichts des hohen mutagenen Potenzials von AID drängt sich die Frage auf, wie es 
möglich ist, eine adaptive Immunreaktion durchzuführen, ohne dass zusätzliche 
Mutationen in Nicht-Ig-Gene eingeführt werden. Eine mögliche Antwort bietet eine 
Studie von Liu et al., die nachweist, dass in das Genom von UNG/MSH2-Knockout-
Mäusen weitaus mehr AID-abhängige Mutationen eingeführt werden als in das Genom 
von Wildtypmäusen159. Dieses Ergebnis impliziert, dass die durch AID eingeführten 
DNA-Läsionen auch fehlerfrei von der Basenexzisions- und der Mismatch-Reparatur 
prozessiert werden können. 25 % der untersuchten Gene weisen jedoch auch in 
Wildtypmäusen Mutationen auf und werden von denselben Reparaturwegen bevorzugt 
fehlerbehaftet repariert159. 
1.4.5.1 Der Rad6-Weg – ein Schaltbrett für Mechanismen der DNA-
Schadensumgehung mit divergierender Fehlerrate 
Es ist noch nicht bekannt, wie die unterschiedliche Reparaturfehlerrate während der 
somatischen Hypermutation locusspezifisch reguliert wird. Allerdings gibt es Hinweise 
für eine Beteiligung des Rad6-Wegs, der bei blockierten Replikationsgabeln die 
Entscheidung zwischen fehlerfreien und fehlerbehafteten Mechanismen der DNA-
Schadensumgehung steuert168-171. Im Mittelpunkt des Rad6-Wegs steht der 
Modifikationsstatus des trimeren DNA-umschließenden proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA)-Moleküls, das als Bindeplattform für Faktoren der DNA-Replikation 
und -Reparatur dient172. Die Monoubiquitinierung des PCNA-Moleküls fördert den 
Austausch der replikativen Polymerasen gegen die fehlerbehafteten TLS-Polymerasen. 
Die PCNA-Polyubiquitinierung führt hingegen zu einem fehlerfreien DNA-
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Reparaturmechanismus, der die genetischen Informationen des ungeschädigten DNA-
Strangs als Matrize verwendet173-175. 
In der DT40-B-Zelllinie, in der die Phase 1 der somatischen Hypermutation dominiert, 
konnten unsere Arbeitsgruppe und andere durch Inaktivierung essenzieller 
Komponenten des Rad6-Wegs eine Herabsetzung der Hypermutationsrate 
beobachten168,169. In murinen B-Zellen führte jedoch der Einsatz eines PCNA-Moleküls, 
das eine Mutation in dem für die Ubiquitinierung benötigten Lysin aufweist (PCNAK164), 
zu einer bis zu 10-fachen Reduktion der A:T-Mutationen, die hauptsächlich in der 2. 
Phase der somatischen Hypermutation erzeugt werden170,171. Obwohl die 
resultierenden Mutationsmuster in den Modellorganismen divergieren, zeigen die 
Ergebnisse, dass der Rad6-Weg eine zentrale Rolle in der somatischen Hypermutation 
einnimmt. 
1.4.5.2 Die homologe Rekombinationsreparatur – ein fehlerfreier 
Schutzmechanismus gegen AID-induzierte Doppelstrangbrüche 
Die homologe Rekombination ist ein nahezu fehlerfreier DNA-Reparaturmechanismus 
zur Beseitigung von Doppelstrangbrüchen und ist somit in vielen Organismen 
essenziell für die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilität176. Ein weiterer DNA-
Reparaturmechanismus für Doppelstrangbrüche ist NHEJ, der jedoch eine höhere 
Fehlerrate aufweist177. Die unterschiedliche Fehlerrate der beiden 
Reparaturmechanismen ist auf den jeweiligen Mechanismus zurückzuführen. Bei 
NHEJ erfolgt häufig eine Prozessierung der Doppelstrangbruch-Enden, damit diese 
direkt miteinander ligiert werden können, wodurch bisweilen Insertionen und 
Deletionen entstehen177. Die homologe Rekombinationsreparatur verwendet hingegen 
das unbeschädigte Schwesterchromatid oder das homologe Chromosom als Matrize 
und stellt auf diese Weise die fehlerfreie Originalsequenz wieder her178.  
Es gibt Hinweise, dass die homologe Rekombinationsreparatur als 
Schutzmechanismus gegen AID-initiierte Doppelstrangbrüche fungiert179,180. XRCC2 
gehört zur Rad51-Familie und ist an den initialen Schritten der homologen 
Rekombinationsreparatur beteiligt. Die Aktivierung XRCC2-defizienter B-Zellen ist 
zytotoxisch und hat eine erhöhte chromosomale Instabilität zur Folge179. Die 
Ergebnisse zeigen, dass dies auf einen erhöhten Anteil an AID-induzierten 
Doppelstrangbrüchen in Nicht-Ig-Genen zurückzuführen ist179.  
Während des Klassenwechsels werden hingegen die durch AID-hervorgerufenen 
Doppelstrangbrüche hauptsächlich durch NHEJ prozessiert181,182. Hasham et al. 
postulierten, dass die Doppelstrangbrüche sowohl in den IgH-Genen als auch in den 
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Nicht-Ig-Genen während der G1-Phase des Zellzyklus erzeugt werden180. 
Anschließend werden diese in den IgH-Genen durch NHEJ repariert und führen zum 
Klassenwechsel, wohingegen die Doppelstrangbrüche in den Nicht-Ig-Genen und die 
noch verbliebenen Doppelstrangbrüche in den IgH-Genen bis zur S-Phase bestehen 
bleiben und erst dann durch die homologe Rekombinationsreparatur beseitigt 
werden180. Die Frage, wie in diesem Fall die locusspezifische Entscheidung zwischen 
fehlerfreier (HR-Reparatur) und fehlerbehafteter Reparatur (NHEJ) erfolgt, ist jedoch 
weiterhin offen. 
Es ist allerdings bekannt, dass die homologe Rekombinationsreparatur durch die 
entsprechend hohe Cyclin-abhängige-Kinase-Aktivität (cyclin-dependent kinase, CDK) 
auf die S- und G2-Phase beschränkt wird, da die CDK-Kinasen durch Förderung der 
Doppelstrangbruch-Resektion entscheidend zur Einleitung der homologen 
Rekombinationsreparatur beitragen183-185. Eine zusätzliche Regulation erfolgt zudem 
durch die DNA-schadensassoziierte Signalgebung der Zellzykluskontrollpunkte 
(checkpoints)185-188 (Abschnitt 1.5.3.2). 
1.5 Die Checkpoint-Kinase 1 – ein möglicher Regulator der 
somatischen Hypermutation? 
Die Checkpoints werden während des Zellzyklus in der G1- und S-Phase sowie beim 
Übergang zur Mitose (G2/M) durch DNA-Schäden aktiviert und können je nach 
Schwere der DNA-Schäden einen Zellzyklusarrest, die Hemmung der DNA-Replikation 
und auch die Einleitung des apoptotischen Zelltods zur Folge haben189. Darüber hinaus 
führen die komplexen Wechselwirkungen mit DNA-Reparaturmechanismen zur 
effizienten Beseitigung der DNA-Schäden, damit der Zellzyklus unter Beibehaltung der 
genomischen Integrität fortgesetzt werden kann190. 
1.5.1 Einführung in die Funktionsweise der Zellzykluskontrollpunkte 
Im Mittelpunkt der Zellzykluskontrollpunkte steht die DNA-schadensassoziierte 
Regulation der CDK/Cyclin-Komplexe, der treibenden Kräfte des Zellzyklus, deren 
Hemmung durch eine spezifische Phosphorylierung der ATP-Bindungsschleife 
erfolgt191-193. Während des normalen Zellzyklus entfernen cell division cycle 25 
(CDC25)-Phosphatasen die inhibitorische Phosphorylierung und aktivieren dadurch die 
CDK/Cyclin-Komplexe194,195. Bei DNA-Schäden binden jedoch die Sensorkinasen ATM 
und ATR an die DNA-Schadensstellen und induzieren in Zusammenarbeit mit 
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Mediatorproteinen die Aktivierung der Effektorkinasen Checkpoint kinase 1/2 
(Chk1/2)185,196,197. Diese führen zur Inaktivierung der CDK/Cyclin-Komplexe und folglich 
zu einem Zellzyklusarrest, indem sie die CDC25-Phosphatasen hemmen und/oder 
deren Abbau induzieren196,198-201. 
Neben der Einleitung des Zellzyklusarrests, hat die essenzielle Kinase Chk1197 weitere, 
sehr vielfältige Funktionen, die entscheidend zur Aufrechterhaltung der genetischen 
Stabilität beitragen202,203. 
1.5.2 Die multiplen Funktionen der Checkpoint-Kinase 1 in den 
Zellzykluskontrollpunkten  
Die multiplen Funktionen von Chk1 in den Zellzykluskontrollpunkten werden sowohl 
infolge von UV (Ultraviolett-Strahlung)-induzierten DNA-Läsionen und gehemmten 
Replikationsgabeln ATR-abhängig197 als auch in Anwesenheit von IR (ionising 
radiation, ionisierende Strahlung)-induzierten Doppelstrangbrüchen ATM- und ATR-
abhängig aktiviert185,204,205. Der initiale Ausgangspunkt der Chk1-Aktivierung ist jedoch 
RPA-gebundene ssDNA, die sowohl bei UV-Bestrahlung, gehemmten 
Replikationsgabeln als auch bei der nukleolytischen Prozessierung der 
Doppelstrangbrüche entsteht185,206. Diese führt zur Rekrutierung der ATR-ATRIP-, 
Rad17-RFC- sowie Rad9-Rad1-Hus1 (9-1-1)-Komplexe207-210, die eine Plattform für die 
Bindung weiterer Mediatorproteine wie BRCA1211,212, TopBP1213, MDC1214 und 
Claspin215 bilden und für die ATR- und ATM-abhängige Chk1-Phosphorylierung 
benötigt werden197,216.  
Das chromatingebundene Chk1 wird infolge der Phosphorylierung vom Chromatin in 
das Nukleoplasma freigesetzt217. Da Chk1 u.a. eine Histon-H3-Threonin-11-Kinase ist, 
erfolgt parallel zur Chromatindissoziation die Reduktion der entsprechenden Histon-
Phosphorylierung, wodurch die Expression von Genen, die u.a. für die Progression des 
Zellzyklus benötigt werden, herabgesetzt wird218. Zudem hemmt Chk1 durch 
Phosphorylierung der Tousled-like-Kinase 1 den Chromatinaufbau219. 
Einige Chk1-Moleküle lokalisieren überdies in den Nucleoli und phosphorylieren dort 
die Cdc14B-Phosphatase, die indirekt den Abbau von Claspin verhindert und somit zur 
Aufrechterhaltung der Chk1-Aktivierung beiträgt220,221. Darüber hinaus führt das 
nukleoplasmatische Chk1 zur Einleitung des Zellzyklusarrests in der S-Phase oder 
dem G2/M-Übergang, indem es CDC25A und CDC25C phosphoryliert und gemeinsam 
mit 14-3-3-Proteinen zur Hemmung der CDC25-Phosphatasen bzw. im Fall von 
CDC25A auch zum NEK11-abhängigen Abbau führt198-201. In Xenopus (Krallenfrosch) 
konnte zudem eine Chk1-abhängige Phosphorylierung von Wee1 beobachtet werden, 
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die ebenfalls zur Inaktivierung der CDK-Cyclin-Komplexe beiträgt222. Während des 
Zellzyklusarrests fördert Chk1 zudem die Aktivierung der homologen 
Rekombinationsreparatur sowie des Rad6- und des Fanconi-Anämie-Signalwegs 
(Abschnitt 1.5.3.2).  
Im weiteren Verlauf der Zellzykluskontrollpunkte wird Chk1 CRM1-abhängig aus dem 
Zellkern ins Zytoplasma exportiert223. Dort assoziiert Chk1 in seiner ATM/ATR-
phosphorylierten Form mit den Zentrosomen und kann zur Zentrosomenamplifizierung 
beitragen224-226. Diese kann in einer sogenannten mitotischen Katastrophe, einer 
Störung des mitotischen Teilungsapparats, resultieren227,228. Es wurde postuliert, dass 
es sich hierbei um einen mitotischen Zellzykluskontrollpunkt handelt, der in 
Anwesenheit von schwerwiegenden DNA-Schäden sowie nicht vollständig replizierter 
DNA zur Eliminierung der betroffenen Zellen führt229,230. 
Darüber hinaus ist Chk1 am Spindelkontrollpunkt beteiligt231. Dieser verhindert die 
Einleitung der Anaphase, wenn z.B. keine korrekte Anheftung der 
Schwesterchromatiden an die mitotische Spindel erfolgt232. Bei Behandlung mit dem 
Spindeltoxin Taxol assoziiert Chk1 an die Kinetochoren und erhöht durch 
Phosphorylierung die katalytische Aktivität von AuroraB in vitro231. Dies führt vermutlich 
zu einer verstärkten Signalgebung des Spindelkontrollpunkts und trägt zur Hemmung 
des Eintritts in die Anaphase bei231. 
Die Abschaltung der Chk1-Funktionen innerhalb der Zellzykluskontrollpunkte erfolgt 
durch die Phosphatase PPM1D, die neben Chk1 auch andere Checkpoint-
Komponenten wie p53 dephosphoryliert und somit inaktiviert233. Darüber hinaus wird 
Chk1 im Zytoplasma durch Assoziation mit den E3-Ligase-Komplexen Cul4A/DDB1 
und SCF/Fbx6 proteasomal abgebaut234,235.  
1.5.3 Verbindungspunkte zwischen der Checkpoint-Kinase 1 und der 
somatischen Hypermutation 
Bisher wurde noch kein direkter Zusammenhang zwischen Chk1 und der somatischen 
Hypermutation gezeigt. Der folgende Abschnitt befasst sich mit Hinweisen, die jedoch 
eine mögliche Verbindung zwischen Chk1 und der somatischen Hypermutation 
implizieren. Des Weiteren werden spezifische Chk1-Funktionen, wie die Funktionen in 
der DNA-Reparatur, hervorgehoben, mit deren Ausübung Chk1 regulatorisch in die 
somatische Hypermutation eingreifen könnte.  
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1.5.3.1 Hinweise für eine Verbindung zwischen der Checkpoint-Kinase 1 
und der somatischen Hypermutation 
Für eine mögliche Beteiligung der Checkpoint-Proteine an der Keimzentrumsreaktion 
sprechen Resultate, die zeigen, dass in Zentroblasten die transkriptionelle Expression 
von Chk1, ATR, p53 und p21 unter der Kontrolle des Transkriptionsrepressors Bcl6 
steht – eines Schlüsselregulators der Keimzentrumsreaktion, der für zahlreiche 
Eigenschaften der KZ-B-Zellen verantwortlich ist236-240. Es wurde postuliert, dass die 
daraus resultierende Abschwächung der DNA-Schadensantwort die starke Proliferation 
während eines mutagenen Prozesses wie der somatischen Hypermutation erst 
ermöglicht236. Wird jedoch eine definierte Menge an DNA-Schäden überschritten, wird 
Bcl6 ATM-abhängig abgebaut241. Darüber hinaus führt die Signalgebung über CD40, 
die beim Eintritt der Zentroblasten in die helle Zone des Keimzentrums erfolgt, zur 
Herunterregulierung der Bcl6-mRNA-Expression242. Die Reaktivierung der ATR-
Expression – des direkten Aktivators von Chk1 – konnte in Zentrozyten nach 
Stimulation mit dem CD40-Liganden bereits nachgewiesen werden236.  
Während Bcl6 die Chk1-Transkription in Zentroblasten negativ reguliert, führt Bcl6 
durch Repression der miRNA-155 zur indirekten Aktivierung der AID-Expression119,120. 
Diese inverse Regulation findet man auch bei der Phosphatase PP2A wieder, die Chk1 
negativ reguliert, indem sie eine aktivierende Phosphorylierung entfernt, aber auf AID 
durch Entfernung einer hemmenden Phosphorylierung eine positive Wirkung 
ausübt135,243. Einen direkten Zusammenhang zwischen AID und Chk1 konnten jedoch 
Gourzi und Kollegen zeigen, indem sie bei viral induzierter AID-Expression eine Chk1-
Aktivierung detektierten244. Es ist nicht detailliert geklärt, welche Folgen die Chk1-
Aktivierung in diesem Fall nach sich zieht244. Es wird allerdings eine eingeschränkte 
Proliferation der virus-infizierten Zellen und eine erhöhte Suszeptibilität gegenüber der 
NK (Natürliche Killerzellen)-vermittelten Zytotoxizität durch Hochregulation des 
NKG2D-Liganden, Rae-1, in Betracht gezogen244. 
1.5.3.2 Die vielfältigen Funktionen der Checkpoint-Kinase 1 in der 
Regulation der DNA-Reparatur 
Es ist zudem denkbar, dass die aktivierte Checkpoint-Kinase 1 in Reparaturprozesse 
eingreift, die an der somatischen Hypermutation beteiligt sind. Eine Studie von Bi et al. 
dokumentierte beispielsweise, dass der ATR-Chk1-Signalweg bei Benzo(a)pyren-
induzierten DNA-Schäden die Ausbildung der PCNA-Monoubiquitinierung und die 
Assoziation von PCNA mit der TLS-Polymerase κ begünstigt245. Yang et al. bestätigten 
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und erweiterten diese Beobachtungen, indem sie nachwiesen, dass die Chk1-
abhängige Stabilisierung von Claspin die Rekrutierung der E3-Ubiquitin-Ligase Rad18 
an das Chromatin und folglich die PCNA-Monoubiquitinierung fördert246. Während die 
PCNA-Monoubiquitinierung die fehlerbehaftete Transläsionssynthese induziert, führt 
die PCNA-Polyubiquitinierung zu einer nahezu fehlerfreien Reparatur basierend auf 
einem Template-Switch, an dem Komponenten der homologen 
Rekombinationsreparatur beteiligt sind247,248.  
 
	  
Abbildung 1.4: Die Funktionen von Chk1 in der homologen Rekombinationsreparatur 
A. Schematische Darstellung des Mechanismus der homologen Rekombinationsreparatur (nach Heyer et 
al.178). Doppelstrangbrüche (DSB), die in der S- oder G2-Phase auftreten führen zur ATM-Aktivierung. Die 
in diesen Zellzyklusphasen erhöhte CDK-Aktivität fördert die Resektion der Doppelstrangbrüche und setzt 
dadurch überhängende, einzelsträngige 3’ Enden frei. RPA bindet an die ssDNA und führt zur Aktivierung 
des ATR-Chk1-Signalwegs. RPA wird durch Mediatorproteine wie z.B. Rad52 und BRCA2 entfernt und 
gegen Rad51 ausgetauscht. Dies führt zur Bildung von Rad51-Nukleoproteinfilamenten, die in den 
homologen Strang einwandern und die homologe Rekombinationsreparatur einleiten. Es wird eine Struktur 
in Form eines Ds (D-Loop) ausgebildet, an der die DNA-Synthese stattfindet. Folglich bilden sich sog. 
Holliday-Strukturen, die durch Endonukleasen gespalten werden und zu Crossover oder Noncrossover-
Produkten führen. 
B. Schematische Darstellung der Chk1-Funktionen in der Initiation der homologen 
Rekombinationsreparatur (nach San Filippo et al.249). Chk1 wird bei Doppelstrangbrüchen sowohl ATM- 
als auch ATR-abhängig aktiviert. Daraufhin phosphoryliert Chk1 Rad51 sowie BRCA2 und fördert dadurch 
die Assoziation von Rad51 an ssDNA, wodurch RPA dissoziiert. Chk1 fördert somit die Einleitung der 
homologen Rekombinationsreparatur. (Referenzen siehe Text). 
 
Chk1 ist an der Initiation der homologen Rekombinationsreparatur beteiligt186-188 
(Abbildung 1.4 B). Bei diesem Doppelstrangbruch-Reparaturmechanismus werden 
durch nukleolytische Prozessierung der Doppelstrangbruch-Enden einzelsträngige 
Bereiche ausgebildet, die als Bindestellen für RPA dienen250,251 (Abbildung 1.4 A). Die 
RPA-Proteine verhindern die Ausbildung von DNA-Sekundärstrukturen – eine 
Voraussetzung für die Bindung der Rekombinase Rad51 an ssDNA, die jedoch in 
                                                                                                  EINLEITUNG 20 
Kompetition mit der RPA-Bindung steht und nur durch Kooperation mit 
Mediatorproteinen wie den Rad51-Paralogen (Rad51B, Rad51C, Rad51D, XRCC2, 
XRCC3) und BRCA2 erfolgen kann249,251-255. Die Polymerisierung zahlreicher Rad51-
Proteine an ssDNA führt zur Ausbildung eines Nukleoproteinfilaments, das die 
Stranginvasion in das homologe Schwesterchromatid oder das homologe Chromosom 
erleichtert256,257. Die Folge ist die Ausbildung einer Heteroduplex-Struktur in Form eines 
D (D-loop-structure), die eine fehlerfreie Kopie für den Ersatz des fehlenden DNA-
Bereiches ermöglicht178. Chk1 phosphoryliert Rad51 an Threonin 309 und fördert 
dadurch die Assoziation von Rad51 mit ssDNA186,187. Wird eine Rad51-Mutante 
exprimiert, die eine Mutation in dieser Phosphorylierungsstelle aufweist (Rad51T309A), 
hat dies ein geringeres Überlebenspotenzial der Zellen nach Induktion von DNA-
Schäden zur Folge186. Darüber hinaus phosphorylieren Chk1 und Chk2 das 
Mediatorprotein BRCA2, begünstigen dadurch die Interaktion von BRCA2 mit Rad51 
und fördern somit die Ausbildung des Nukleoproteinfilaments188. 
Die homologe Rekombinationsreparatur ist ebenfalls an der Beseitigung von 
Interstrang-Quervernetzungen (interstrand-crosslinks, ICLs) beteiligt, die durch die 
zahlreichen FANC-Proteine des Fanconi-Anämie Signalwegs koordiniert wird258. Auch 
in diesem Reparaturweg sind Verbindungen zum ATR-Chk1-Signalweg vorhanden. 
Einerseits werden FANCM und FAAP24 für die Aktivierung des ATR-Chk1-Signalwegs 
benötigt259,260, andererseits ist Chk1 an der direkten Regulation des Fanconi-Anämie-
Signalwegs beteiligt, indem es FANCE phosphoryliert261. Ob diese Phosphorylierung 
die FANCD2-Monoubiquitinierung fördert – einen entscheidenden Schritt des Fanconi-
Anämie-Signalwegs – wird kontrovers diskutiert261,262. 
Der Fanconi-Anämie-Signalweg aktiviert nicht nur die fehlerfreie homologe 
Rekombinationsreparatur, sondern hemmt gleichzeitig die fehlerbehaftete 
Doppelstrangbruch-Reparatur durch NHEJ263,264. Ob Chk1 an der NHEJ-Reparatur 
beteiligt ist, ist allerdings noch nicht vollständig geklärt186,265. Während in zwei Studien 
die Beteiligung von Chk1 an NHEJ ausgeschlossen wurde, wiesen Goudelock et al. 
nach, dass Chk1 die NHEJ-Reparatur in vitro stimulieren kann266. 
 
Insgesamt betrachtet, deutet sowohl die präzise Regulation der Chk1-Expression in 
KZ-B-Zellen als auch die Chk1-Aktivierung nach induzierter AID-Expression auf eine 
Verbindung zwischen der Checkpoint-Kinase 1 und der somatischen Hypermutation 
hin. Auch die vielfältigen Funktionen von Chk1 in der DNA-Reparatur sind Hinweise auf 
eine Beteiligung an der Regulation dieses sekundären Ig-Diversifizierungsprozesses. 
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 
Das Zellzykluskontrollsystem bewahrt die genetische Integrität, indem es bei DNA-
Schäden einen Zellzyklusarrest hervorruft und DNA-Reparaturmechanismen 
aktiviert189. Die hohe Antikörperdiversität basiert jedoch auf dem Mechanismus der 
somatischen Hypermutation, bei dem AID gezielt genetische Veränderungen in die Ig-
Gene einführt und sogar weitreichende DNA-Schäden in Nicht-Ig-Genen hervorruft154. 
Dies setzt vielfältige Regulationsmechanismen voraus, die einer B-
Zelllymphomentstehung entgegenwirken. 
Die vorliegende Arbeit sollte untersuchen, ob die Checkpoint-Kinase 1 an der 
Regulation der somatischen Hypermutation beteiligt ist. Um diese Fragestellung zu 
beantworten, wurden zwei unterschiedliche Herangehensweisen gewählt: (I) Durch 
Anwendung von Chk1-Inhibitoren in der humanen B-Lymphomzelllinie Raji sollten 
erste Erkenntnisse bezüglich der Funktion von Chk1 in der somatischen Hypermutation 
gewonnen werden. (II) Darüber hinaus sollten die erhaltenen Erkenntnisse durch 
Generierung eines Chk1-Knockouts in der Hühner-B-Lymphomzelllinie DT40 erweitert 
werden, in der die somatische Hypermutationsrate sehr genau bestimmt werden kann. 
Hierbei sollte insbesondere untersucht werden, ob Chk1 entweder auf Ebene der AID-
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2 ERGEBNISSE 
2.1 Einfluss von CHK1-Inhibitoren auf die somatische 
Hypermutation in einer humanen B-Lymphomzelllinie 
Um zu untersuchen, ob CHK1 an der somatischen Hypermutation beteiligt ist, wurde 
ein von Bachl und Olsson entwickeltes Reportersystem verwendet, das eine in vitro-
Messung der somatischen Hypermutation in humanen B-Lymphomzelllinien erlaubt267. 
Der Beitrag von CHK1 zur somatischen Hypermutation wurde durch Verwendung von 
zwei strukturell unterschiedlichen CHK1-Inhibitoren näher charakterisiert. 
2.1.1 Inhibition der Checkpoint-Kinase 1 in der humanen B-
Lymphomzelllinie Raji 
Als zelluläres Modellystem wurde die humane, Epstein-Barr-Virus (EBV)-positive 
Burkitt-B-Lymphomzelllinie Raji ausgewählt, in der die Anwendung des 
Reportersystems bereits erfolgreich etabliert und mehrmals bestätigt wurde268-271. 
Dabei konnte nachgewiesen werden, dass die Raji-Zelllinie eine hohe, konstitutive 
Hypermutationsaktivität aufweist und sich somit ideal für die in vitro-Analyse dieses 
Prozesses eignet269,272. 
Für die Hemmung der Checkpoint-Kinase 1 wurden zwei strukturell unterschiedliche 
CHK1-Inhibitoren eingesetzt: das Staurosporin-Derivat UCN-01 und das Indazol-
Derivat TCS 2312. Beide Inhibitoren verbinden sich mit der katalytischen Domäne von 
CHK1 und blockieren auf diese Weise dessen Kinaseaktivität273,274. Es wurde 
nachgewiesen, dass UCN-01 auch zur Hemmung anderer Kinasen, wie PDK1 und 
MK2, beiträgt275,276. Bei TCS 2312 handelt es sich jedoch um eine Substanz, die 
synthetisch für die selektive Inhibition von CHK1 optimiert wurde274. Beide CHK1-
Inhibitoren, insbesondere UCN-01, wurden bereits in zahlreichen Studien eingesetzt 
und erweiterten die Kenntnisse über die vielfältigen Funktionen der Checkpoint-Kinase 
erheblich186,203,277. 
K. Davari aus unserem Labor analysierte und bestätigte die Funktionalität der CHK1-
Inhibitoren UCN-01 und TCS 2312 in der Raji-Zelllinie278. Um eine Beeinträchtigung 
der Vitalität und Proliferation während der somatischen Hypermutationsmessung auf 
ein Minimum herabzusetzen, wurden die CHK1-Inhibitoren in geringeren 
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Konzentrationen als üblich eingesetzt (UCN-01: 75 nM statt 300 nM; TCS 2312: 
250 nM statt 500 nM). 
2.1.2 Funktionsweise des Reportersystems zur Messung der 
somatischen Hypermutation 
Das Reportersystem zur Messung der somatischen Hypermutation basiert auf einem 
Gen für das grün fluoreszierende Protein (green fluorescent protein, GFP), das  ein 
vorzeitiges TAG-Stopp-Codon enthält (Abbildung 2.1 A). Das auf diese Weise 
modifizierte GFP-Gen wird zwar transkribiert, führt aber nicht zur Expression eines 
funktionellen fluoreszierenden Moleküls267. Erst die Reversion des Stopp-Codons 
ermöglicht die Detektion des GFP-Proteins mittels Durchflusszytometrie (fluorescence 
activated cell sorting, FACS)267.  
Um sicherzustellen, dass das Reportersystem die somatische Hypermutationsaktivität 
des endogenen Ig-Locus widerspiegelt, wurde das Reportergen diesen Anforderungen 
entsprechend angepasst267,279 (Abbildung 2.1 B): (I) Das Stopp-Codon liegt innerhalb 
eines RGYW-Motivs, eines AID-Hotspots30, und (II) ist des Weiteren ca. 400 bp von der 
Transkriptionsinitiationsstelle entfernt. Hierbei handelt es sich um einen optimalen 
Abstand, der im endogenen Ig-Locus mit einer hohen Mutationsfrequenz assoziiert 
ist27,28. (III) Zusätzlich steht das GFP-Gen unter der Kontrolle der Enhancer-Elemente 
des humanen Igκ-Locus, die in cis eine hohe somatische Hypermutation in Transgenen 
hervorrufen29,280,281, und (IV) wird ausgehend von dem starken, konstitutiven 
Cytomegalovirus (CMV)-Promotor exprimiert143-145.  
Unter den oben genannten Voraussetzungen unterliegt das GFP-Transgen dem 
Mechanismus der somatischen Hypermutation und die resultierenden 
Nukleotidsubstitutionen können das Stopp-Codon in ein kodierendes Codon 
umwandeln. Sequenzanalysen des Transgens bestätigten diese Annahme267.  
Die experimentelle Vorgehensweise wird in Abbildung 2.1 C veranschaulicht. Die 
Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt transfiziert und wenige Tage später auf den 
episomalen Vektor selektiert. Als Indikator für die Transfektions- und 
Selektionseffizienz diente dasselbe Reporterkonstrukt, das in die Zellen in einer 
parallelen, aber unabhängigen Transfektion eingebracht wurde, jedoch ein 
funktionelles GFP-Gen enthält. Nach erfolgreicher Selektion wurde die Kultur geteilt 
und bis Tag 30 kontinuierlich mit CHK1-Inhibitoren bzw. DMSO als 
Lösungsmittelkontrolle versetzt. Um Variationen bedingt durch die experimentelle 
Durchführung auszuschließen, wurden Duplikate der Versuchsansätze verwendet. Die 
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relative Anzahl an GFP-positiven Zellen wurde während des gesamten Zeitraums in 
Intervallen von 2-3 Tagen mit Durchflusszytometrie ermittelt.  
 
	  
Abbildung 2.1: Messung der somatischen Hypermutationsaktivität in humanen B-
Lymphomzelllinien 
A. Schematische Darstellung des Vektors mit dem GFP-Reportersystem, das ein GFP-Gen mit einem 
Stopp-Codon enthält und zur Messung der somatischen Hypermutation eingesetzt wurde. 
B. Schematische Darstellung des GFP-Reportersystems zur Messung der somatischen Hypermutation. 
Das Stopp-Codon im GFP-Gen wird durch die AID-induzierten Punktmutationen revertiert. Das System 
wurde für die Erkennung durch die Hypermutationsmaschinerie optimiert: das Stopp-Codon befindet sich 
in einem RGYW-Motiv, ist 400 bp von der Transkriptionsinitiationsstelle entfernt und 3’ des GFP-Gens 
befinden sich Igκ-Enhancerelemente.  
C. Schematische Darstellung der experimentellen Vorgehensweise. Drei Tage nach Transfektion mit dem 
GFP-Reportersystem wurden die Zellen mit Hygromyzin selektiert. Nach Abschluss der Selektion erfolgte 
die Zugabe der Inhibitoren bzw. von DMSO als Lösungsmittelkontrolle. Alle 2-3 Tage wurde die Anzahl an 
GFP-positiven Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. Es sind repräsentative FACS-Bilder dargestellt. 
Die grün gefärbte Zahl gibt den prozentualen Anteil an GFP-positiven Zellen wieder. 
Abkürzungen: CMV-Promotor: Cytomegalovirus-Promotor; DMSO: Dimethylsulfoxid; EBNA1: Epstein Barr 
nuclear antigen 1-Gen; GFP: green fluorescent protein; Hyg.: Hygromyzin; Igκ-Enhancer: Immunglobulinκ-
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2.1.3 CHK1-Inhibition führt zu einer erhöhten somatischen 
Hypermutationsaktivität 
Über den gesamten experimentellen Verlauf war in der DMSO-Kontrolle eine stetige 
Zunahme an GFP-Revertanten zu beobachten, die bestätigte, dass die Raji-Zelllinie 
eine konstitutive Hypermutationsaktivität aufweist (Abbildung 2.2 A). 
Interessanterweise konnte bereits wenige Tage nach Zugabe der CHK1-Inhibitoren, im 
Vergleich zur DMSO-Kontrolle, ein erhöhter Anteil an GFP-Revertanten nachgewiesen 
werden, der im zeitlichen Verlauf des Experiments deutlich zunahm. Am Tag 29 des 
Experiments, 16 Tage nach Beginn der Inhibitorzugabe, wies die mit UCN-01 
behandelte Kultur eine 2,5-fach höhere und die mit TCS 2312 behandelte Kultur eine 
1,5-fach höhere Anzahl an GFP-positiven Zellen auf.  
Die erhöhte Anzahl an GFP-Revertanten bei CHK1-Inhibition wies auf eine höhere 
somatische Hypermutationsrate bei herabgesetzter CHK1-Aktivität hin.  
2.1.4 Die CHK1-Inhibitoren beeinflussen in den eingesetzten 
Konzentrationen die zelluläre Vitalität kaum 
In mehreren Studien wurde nachgewiesen, dass CHK1-Inhibitoren, insbesondere in 
P53-defizienten Zelllinien, Apoptose induzieren275,282,283. Die Raji-Zelllinie enthält auf 
beiden P53-Allelen Mutationen, von denen eine als P53-inaktivierend beschrieben 
wurde284-286. K. Braunschmidt aus unserem Labor wies darüber hinaus nach, dass die 
Raji-Zelllinie nach γ-Bestrahlung weder eine P53-Akkumulation noch eine Induktion 
des P53-Zielgens P21 zeigt270. 
Um auszuschließen, dass die Inhibitoren die somatische Hypermutation durch 
Beeinträchtigung der zellulären Vitalität beeinflussen, wurde parallel zur GFP-
Fluoreszenzmessung eine Propidiumiodid (PI)-Färbung durchgeführt, durch die der 
Lebendanteil der Zellen (= PI-negativ) kontrolliert werden konnte. 
Trotz mehrtägiger Behandlung der Zellen mit den CHK1-Inhibitoren wurde in den 
eingesetzten Konzentrationen (UCN-01: 75 nM; TCS 2312: 250 nM) keine bzw. nur 
eine geringfügige Herabsetzung der Vitalität durch TCS 2312 und UCN-01 festgestellt 
(Abbildung 2.2 B).  
Eine Verfälschung des Resultats durch eine Vitalitätsbeeinträchtigung konnte somit bei 
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Abbildung 2.2: Erhöhte somatische Hypermutationsaktivität bei CHK1-Inhibition 
A. Analyse der somatischen Hypermutationsaktivität bei CHK1-Inhibition in der humanen                            
B-Lymphomzelllinie Raji unter Anwendung des in Abbildung 2.1 erläuterten GFP-Reportersystems. 
Darstellung der durchflusszytometrischen Messung der GFP-Revertanten pro 106 Zellen über einen 
Zeitraum von 29 Tagen. Am Tag 13 erfolgte die Zugabe der CHK1-Inhibitoren UCN-01 (75 nM) und 
TCS2312 (250 nM). Als Lösungsmittelkontrolle diente DMSO (Dimethylsulfoxid).  
B. Analyse der Vitalität während der somatischen Hypermutationsmessung (Abb. 2.2.A) unter Anwendung 
einer Propidiumiodid (PI)-Färbung.  
C. Ermittlung der Proliferationsgeschwindigkeit bei CHK1-Inhibition mit einer CFSE-Färbung über einen 
Zeitraum von 7 Tagen. Darstellung der Exponentialfunktionen, die als Grundlage für die Berechnung der 
Proliferationsgeschwindigkeiten dienten. Die Werte oben rechts geben die benötigten Stunden pro 
Zellteilung an.  
D. Western-Blot-Analyse für den Nachweis der CDC25A-Expression am Tag 29 des in Abbildung 2.2 A 
dargestellten Experiments. Es wurden jeweils zwei separate Versuchsansätze analysiert. β-Aktin diente 
als Ladekontrolle. 
A.-C. Die Standardabweichung wurde aus Duplikaten (zwei separaten Versuchsansätzen) ermittelt. Es ist 
ein repräsentatives Experiment von zwei durchgeführten Experimenten dargestellt. 
 
2.1.5 Die CHK1-Inhibitoren beeinflussen in den eingesetzten 
Konzentrationen die Proliferation nicht 
Begründet durch die z.T. replikationsassoziierte Mutationsentstehung wird 
angenommen, dass die somatische Hypermutationsfrequenz mit der Proliferationsrate 
korreliert, auch wenn dies kontrovers diskutiert wird287,288. Aufgrund dessen wurde 
durch Anwendung des Reagenz Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester 
(CFDA-SE) untersucht, ob die eingesetzten Inhibitoren ein verändertes 
Proliferationsverhalten hervorrufen289,290. 
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Das membrangängige, nicht-fluoreszierende Reagenz CFDA-SE wird schnell in die 
Zellen aufgenommen290. Durch Abspaltung der Acetatgruppen durch zelluläre 
Esterasen erlangt das resultierende Produkt CFSE eine hohe, sehr gut detektierbare 
Fluoreszenz, verliert seine Membranpermeabilität und verbindet sich u.a. kovalent mit 
intrazellulären Membranproteinen290. Mit jeder Zellteilung erfolgt so eine gleichmäßige 
Verteilung des Farbstoffs auf die Tochterzellen, wodurch die Bestimmung der 
Proliferationsgeschwindigkeit in Abhängigkeit von der Fluoreszenzintensitätsabnahme 
ermöglicht wird290. 
Die Proliferation wurde über einen Zeitraum von 7 Tagen gemessen (Abbildung 2.2 C). 
Weder die kontinuierliche Behandlung mit UCN-01 noch mit TCS 2312 zeigte in den 
eingesetzten Konzentrationen eine Veränderung der Fluoreszenzintensitätsabnahme. 
Unabhängig von der Behandlung benötigten die Zellen für eine Zellteilung 17-18 
Stunden. Das Proliferationsverhalten war somit nicht durch die CHK1-Inhibitoren 
beeinflusst. 
2.1.6 Die CHK1-Inhibitoren hemmen CHK1 während der somatischen 
Hypermutationsmessung  
Da die CHK1-Inhibitoren während der GFP-Reporteranalyse zwar über einen längeren 
Zeitraum, aber in geringeren Konzentrationen als gewöhnlich eingesetzt wurden, war 
ein Nachweis der Funktionalität der CHK1-Inhibitoren erforderlich. In Anwesenheit von 
DNA-Schäden induziert CHK1 einen Zellzyklusarrest, indem es u.a. den Abbau von 
CDC25A hervorruft198. Zur Analyse des CDC25A-Abbauverhaltens wurde 16 Tage 
nach Inhibitorzugabe eine Western-Blot-Analyse durchgeführt (Abbildung 2.2 D). Auch 
ohne die Induktion von exogenen DNA-Schäden führten die CHK1-Inhibitoren UCN-01 
und TCS 2312 zur CDC25A-Akkumulation, während in der DMSO-Kontrolle eine 
deutlich geringere CDC25A-Expression nachgewiesen wurde. Dieses Resultat 
bestätigte die Hemmung der Checkpoint-Kinase 1. 
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die in dem verwendeten Modellsystem 
wirksamen CHK1-Inhibitoren UCN-01 und TCS 2312  eine Erhöhung der somatischen 
Hypermutation hervorriefen, die nicht auf eine herabgesetzte Vitalität oder ein 
verändertes Proliferationsverhalten zurückzuführen war.  
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2.2 Analyse der Chk1- und p53-Expression in Keimzentrums-B-
Zellen von Mus musculus 
Das GFP-Reportersystem lieferte einen deutlichen Hinweis für die Beteiligung von 
Chk1 an der somatischen Hypermutation. Die in vivo-Situation setzt hierfür jedoch die 
Expression in KZ-B-Zellen voraus, in denen die somatische Hypermutation erfolgt. Ob 
Chk1 in KZ-B-Zellen exprimiert wird, ist  jedoch umstritten. In humanen Tonsillen 
wurde sowohl in Zentroblasten als auch in Zentrozyten eine hohe Chk1-Expression auf 
mRNA- und Proteinebene nachgewiesen291,292. Demgegenüber steht jedoch eine 
Studie, die in demselben zellulären System in Zentroblasten eine Repression der 
Chk1-Transkription durch Bcl6 dokumentierte237. Um zur Klärung dieses scheinbaren 
Widerspruchs beizutragen, wurde die Chk1-mRNA-Expression in KZ-B-Zellen von 
Mus musculus (M. musculus, Hausmaus) untersucht. 
Murine KZ-B-Zellen zeichnen sich durch die distinkte Expression von folgenden 
Oberflächenmarkern aus: (I) Eine hohe Expression des B-Zellmarkers B220, (II) ein 
hohes CD95-Level, das für aktivierte B-Zellen spezifisch ist293,294 und (III) zahlreiche 
Galactosyl-Strukturen, die von dem Erdnuss-Agglutinin PNA (peanut agglutinin) 
erkannt werden295,296.  
Kelsoe und Kollegen setzten einen Meilenstein, indem sie den zeitlichen Verlauf der 
Keimzentumsreaktion nach Immunisierung mit dem T-zellabhängigem Antigen             
4-Hydroxy-3-Nitrophenylacetyl-Hühner(chicken)-γ-Globulin (NP-CGG) genauestens 
charakterisierten97,297. Demnach beginnt am Tag 4 nach Injektion die Ausbildung der 
Keimzentren, die am Tag 12 ihren Höhenpunkt erreicht und deren Anzahl 
anschließend stetig abnimmt97. Mutationen in der V(D)J-Region können hingegen erst 
ab Tag 8 nach Injektion detektiert werden, während bis Tag 14 eine gleichmäßige 
Zunahme zu erkennen ist297. 
2.2.1 Chk1 wird in Keimzentrums-B-Zellen von M. musculus hoch 
exprimiert 
Die experimentelle Vorgehensweise ist in Abbildung 2.3 A veranschaulicht. Am Tag 14 
nach Immunisierung mit NP-CGG wurde die Milz aus C57BL/6-Mäusen isoliert und die 
KZ-B-Population (B220+ CD95+ PNA+) mit einem Zellsortierer von der naiven B-
Zellpopulation (B220+ CD95- PNA-) separiert. Aus den so gewonnenen Fraktionen 
wurde RNA isoliert,  diese nachfolgend in cDNA umgeschrieben und mittels 
quantitativer RT (real time)-PCR-Analyse untersucht (Abbildung 2.3 B-G). Die 
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Untersuchung der Chk1/p53-Expression auf Proteinebene war aufgrund der zu 
geringen Zellausbeute nicht möglich. 
 
	  
Abbildung 2.3: Hohe Chk1-Expression in murinen Keimzentrums-B-Zellen  
A. Schematische Darstellung der experimentellen Vorgehensweise. C57BL/6-Mäuse wurden mit NP-CGG 
immunisiert. Am Tag 14 wurde die Milz entnommen und anschließend erfolgte die Zellsortierung der KZ-B-
Zellen (B220+ CD95+ PNA+) und naiven B-Zellen (B220+ CD95- PNA-). Aus den erhaltenen Fraktionen 
wurde RNA isoliert und diese mittels qRT-PCR-Analysen untersucht. 
B.-F. qRT-PCR-Analysen der naiven und KZ-B-Zellfraktionen von C57BL/6-Mäusen. Die Expressionswerte 
wurden auf GAPDH normalisiert. Zur besseren Veranschaulichung der Unterschiede zwischen der naiven 
und KZ-B-Zellfraktion wurde die y-Skala angepasst. Es handelt sich um ein repräsentatives Ergebnis von 
2 aus 6 analysierten Mäusen (mit #1 und #2 bezeichnet). Die Standardabweichung wurde durch ein 
technisches Triplikat ermittelt. 
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Um die Reinheit der separierten Fraktionen zu überprüfen, wurde die mRNA-
Expression von AID (Abbildung 2.3 B) und Bcl2 untersucht (Abbildung 2.3 C). Wie 
erwartet, wies die KZ-B-Zellfraktion eine sehr hohe AID-Expression auf. Die mRNA-
Expression des anti-apoptotisch wirkenden Bcl2-Gens war hingegen, wie in der 
Literatur bereits beschrieben, in der naiven B-Zellfraktion am höchsten und hob sich in 
der KZ-B-Zellfraktion nur geringfügig vom Hintergrund ab291,293. Diese Resultate 
bestätigten die erfolgreiche Separierung der beiden Zellpopulationen und bildeten die 
Grundlage für die noch folgenden mRNA-Expressionsanalysen. 
Interessanterweise war das Expressionsmuster von Chk1 mit dem von AID nahezu 
identisch (vgl. Abbildung 2.3 E mit 2.3 B). Auch hier war eine hohe Expression in der 
KZ-B-Zellfraktion und eine sehr geringe Expression in der naiven B-Zellfraktion 
vorhanden. Die Expression des negativen Regulators der Chk1-Expression, Bcl6237, 
war auch in der KZ-B-Zellfraktion am höchsten, jedoch war der 
Expressionsunterschied zur naiven B-Zellpopulation nicht so drastisch 
(Abbildung 2.3 D). Dieses Resultat spiegelt aber vermutlich nicht das tatsächliche Bcl6-
Level wider, da Bcl6 vorwiegend auf Proteinebene reguliert wird241. 
2.2.2 p53-mRNA wird in Keimzentrums-B-Zellen von M. musculus trotz 
vorhandener Bcl6-mRNA-Expression gebildet 
Der Transkriptionsfaktor p53 ist ebenfalls eine sehr wichtige Komponente der 
Zellzykluskontrollpunkte und wird direkt von Chk1 durch Phosphorylierung 
aktiviert298,299. Auch die Expression von p53 ist in KZ-B-Zellen umstritten. In der Burkitt-
B-Lymphomzelllinie Ramos wurde eine direkte Repression durch Bcl6 
nachgewiesen238, wohingegen in primären Zentroblasten und diffus großzelligen B-
Lymphomzellen (diffuse large B cell lymphoma, DLBCL) eine p53-Expression trotz 
vorhandener Bcl6-Expression beobachtet wurde236. Auch unsere Arbeitsgruppe konnte 
bereits eine p53-Expression in KZ-B-Zellen von M. musculus dokumentieren270. Die 
hier vorgestellten Analysen bestätigten dieses Resultat und zeigten darüber hinaus, 
dass die p53-mRNA-Expression in KZ-B-Zellen trotz vorhandener Bcl6-mRNA-
Expression nur geringfügig herabgesetzt wird (vgl. Abbildung 2.3 F mit 2.3 D).  
 
Insgesamt betrachtet konnte eine deutliche Expression von Chk1 und p53 trotz 
vorhandener Bcl6-mRNA-Expression in KZ-B-Zellen von M. musculus  nachgewiesen 
werden. Insbesondere die sehr hohe Expression von Chk1 könnte auf eine wichtige 
Funktion dieser Checkpoint-Kinase in der Keimzentrumsreaktion hinweisen.  
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2.3 Chk1-Depletion in der Hühner-B-Lymphomzelllinie DT40 
Um den Einfluss von Chk1 auf die somatische Hypermutation näher zu 
charakterisieren, wurde die Generierung eines Chk1-Knockouts in Betracht gezogen. 
Chk1-deletierte Mausembryonen sterben jedoch bereits in einer sehr frühen Phase der 
Embryonalentwicklung (Embryonalstadium (E) 6,5)197. Darüber hinaus ist die 
konditionelle Chk1-Inaktivierung in zahlreichen Zelltypen letal197,300-302. Chk1-defiziente 
DT40-Zellen sind jedoch lebensfähig und zeigen nur eine geringfügig herabgesetzte 
Vitalität303. Da in diesem zellulären Modellsystem ebenfalls eine quantitative Messung 
der somatischen Hypermutation und Ig-Genkonversion möglich ist, wurde ein Chk1-
Knockout in dieser Zelllinie angestrebt. 
2.3.1 Die DT40-Zelllinie als Modellsystem zur Untersuchung der 
somatischen Hypermutation und Ig-Genkonversion 
Die DT40-Zelllinie stammt von Hühner-B-Zellen eines bursalen Lymphoms ab, das 
durch den Aviären Leukose (AL)-Virus hervorgerufen wurde304,305 (Abbildung 2.4, 
links). Wie bei 70-90 % dieser klonalen Neoplasmen integrierte sich der AL-Virus in der 
DT40-Zelllinie in der Nähe des c-Myc-Proto-Onkogens und führte durch das virale, 
3’ gelegene Promotorelement (long terminal repeat, 3’ LTR) zur c-Myc-
Überexpression306-308. Da die Zelllinie im Entwicklungszustand einer bursalen B-Zelle 
arretiert ist, findet in vitro in dem rearrangierten IgL-Gen eine kontinuierliche 
Ig-Diversifizierung durch Ig-Genkonversion statt309-311. Matrizenunabhängige 
Nukleotidsubstitutionen, die vermutlich auf die somatische Hypermutation 
zurückzuführen sind, konnten ebenfalls detektiert werden, jedoch nur in einem sehr 
geringen Ausmaß310,311. 
Matrizenabhängige (Ig-Genkonversion) sowie matrizenunabhängige (somatische 
Hypermutation) Nukleotidsubstitutionen können durch Erzeugung von 
Leserasterverschiebungen oder Stopp-Codons in den rearrangierten Ig-Genen zum 
Verlust der Ig-Rezeptorexpression auf der Zelloberfläche führen312. Die Entstehung von 
Ig-negativen Zellen ist jedoch aufgrund der nahezu fehlerfreien Integration der 
Pseudogensequenzen und der geringen somatischen Hypermutationsrate äußerst 
selten312 und deshalb in der ursprünglichen DT40-Zelllinie nur schwer quantifizierbar310. 
Dieses Problem kann durch Verwendung der DT40CL18-Zelllinie umgangen werden 
(Abbildung 2.4, 2. Position von links). Hierbei handelt es sich um einen Subklon der 
ursprünglichen DT40-Zelllinie, der aufgrund einer Leserasterverschiebung IgM-negativ 
ist. Die Reversion der Leserasterverschiebung durch überlappende 
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Genkonversionsereignisse ist weitaus häufiger und kann durch Reexpression des Ig-
Rezeptors gemessen werden310. 
Die DT40CL18-Zelllinie wurde von Arakawa und Kollegen mit einer induzierbaren Cre-
Rekombinase ausgestattet, um die Generierung von Gen-Knockouts zu erleichtern313.  
Darüber hinaus wurde ein v-Myb-Transgen in das Genom eingefügt und in einer der so 
generierten Subklone eine 5-fach höhere Ig-Genkonversionsaktivität festgestellt76. 
Diese weiterentwickelte DT40-Zelllinie, die als DT40Cre1 bezeichnet wird, dient somit 
als Modellsystem zur Analyse der Ig-Genkonversion76 (Abbildung 2.4, 2. Position von 
rechts).  
Darauf folgend wurde bei der DT40Cre1-Zelllinie der endogene AID-Locus entfernt und 
anschließend eine AID-Überexpression durch ein genomisch-integriertes AID-IRES-
GFP-Transgen erzeugt77. Die Deletion des Pseudogen-Locus stromaufwärts des 
rearrangierten IgL-Gens hatte zudem eine vollständige Abschaltung der Ig-
Genkonversion zur Folge77. Parallel dazu ging diese genetische Veränderung mit einer 
stark erhöhten somatischen Hypermutationsaktivität einher77. Ein pseudogen-
deletierter, IgM-positiver Subklon mit AID-Überexpression, der als DT40ΨV- bezeichnet 
wird, eignet sich somit ideal zur Untersuchung der somatischen Hypermutation77 
(Abbildung 2.4, rechts). 
 
	  
Abbildung 2.4: Schematische Darstellung des zellulären Hintergrunds der DT40Cre1- und DT40ΨV--
Zelllinien 
Die ursprüngliche DT40-Zelllinie ist eine ALV-induzierte B-Lymphomzelllinie des Huhns, die aufgrund der 
genomischen Integration des Virus eine c-Myc-Überexpression aufweist. CL18 ist ein IgM-negativer 
Subklon der ursprünglichen DT40-Zelllinie. Die Cre1-Zelllinie, ein Subklon der CL18-Zelllinie, enthält eine 
induzierbare Cre-Rekombinase sowie ein v-Myb-Transgen und zeigt eine 5-fach höhere Ig-
Genkonversionsaktivität als die CL18-Zelllinie. Die ΨV--Zelllinie wurde aus der Cre1-Zelllinie generiert: Der 
endogene AID-Locus und die Pseudogene, die als Grundlage für die Ig-Genkonversion dienen, wurden 
deletiert und ein AID-IRES-GFP-Transgen in das Genom integriert. Die Ig-Genkonversionsrate bzw. die 
somatische Hypermutationsrate wird abhängig vom IgM-Status durch Messung des IgM-
Expressionsverlusts oder der IgM-Reexpression ermittelt. Die Schriftgröße von „Ig-Genkonversion“ und 
„Somatische Hypermutation“ dient zur Verdeutlichung, in welchem Ausmaß der entsprechende Ig-
Diversifizierungsprozess in etwa stattfindet. 
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2.3.2 Chk1-Depletion in der DT40Cre1- und DT40ΨV--Zelllinie 
Der Chk1-Knockout wurde von Zachos et al. (2003) in der ursprünglichen DT40-
Zelllinie durchgeführt303. Um den Einfluss von Chk1 auf die Ig-Diversifizierung 
quantitativ bestimmen zu können, war jedoch in der vorliegenden Doktorarbeit die 
Generierung eines Chk1-Knockouts in den weiterentwickelten Zelllinien DT40Cre1 und 
DT40ΨV- erforderlich. Hierfür wurden uns die Targeting-Vektoren von Zachos und 
Kollegen freundlicherweise zur Verfügung gestellt303. 
Die DT40-Zelllinie ist durch eine hohe Rate der gezielten genomischen Integration 
eines Knockout-Konstrukts gekennzeichnet314. So werden auf dem Targeting-Vektor 
lediglich zwei etwa 1,5 kb lange zum Zielgen homologe DNA-Bereiche (5’ und 3’ Arme) 
benötigt, die sich angrenzend an eine Resistenzkassette befinden312. Um eine höhere 
Flexibilität zu gewährleisten, wurden von uns die in den Targeting-Vektoren 
enthaltenen Resistenzkassetten durch loxP-flankierte Varianten313 ersetzt. Die Größe 
des durch die Resistenzkassette deletierten Bereichs wird durch die Position der 
homologen Arme festgelegt312. Die Chk1-Knockout-Strategie von Zachos und Kollegen 
wurde so konzipiert, dass die Exons 7 bis 9 nahezu vollständig entfernt werden303 
(Abbildung 2.5 A). Dieser Bereich des Chk1-Gens kodiert für eine essenzielle Region 
der Chk1-Kinasedomäne, so dass ein trunkiertes Polypeptid, das möglicherweise von 
den mutierten Allelen noch gebildet wird, nicht funktionell ist303.  
2.3.2.1 Hinweise auf mehr als zwei Chk1-Allele in der DT40ΨV--Zelllinie 
In Abbildung 2.5 B-D ist die Generierung des Chk1-Knockouts anhand von 
repräsentativen Subklonen der DT40ΨV--Zelllinie dargestellt. Um die gezielte 
Integration des Vektors in den Chk1-Locus zu überprüfen, wurde eine PCR 
durchgeführt, bei der sich eine Primerbindestelle innerhalb des eingeführten 
Resistenzgens und eine außerhalb des homologen 5’ Arms im Chk1-Locus befand 
(Abbildung 2.5 A & B, Primer #1-3). Die Verwendung von zwei unterschiedlichen 
Resistenzkassetten ermöglichte die Unterscheidung zwischen den beiden auf diese 
Weise mutierten Allelen. Die Produkte der PCR-Strategie bestätigten die erfolgreiche 
Integration der Resistenzkassetten in die beiden Chk1-Allele (Abbildung 2.5 B). 
Für eine weiterführende Analyse der genomischen Integration wurde ein Southern-Blot 
durchgeführt (Abbildung 2.5 C). Die verwendete Sonde bindet im homologen 3’ Arm 
und erkennt nach BamHI-Spaltung der genomischen DNA ein 6 kb großes DNA-
Fragment für das Chk1-Wildtyp-Allel und ein 4,6 kb großes DNA-Fragment für das 
mutierte Chk1-Allel. Nach Deletion des 1. Chk1-Allels war eine schwache Bande auf 
der Höhe von 4,6 kb (das mutierte Chk1-Allel) und eine starke Bande auf der Höhe von 
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6 kb (das Chk1-Wildtyp-Allel) erkennbar. Erstaunlicherweise war jedoch in den Zellen 
mit zwei mutierten Chk1-Allelen immer noch die Bande des Wildtyp-Allels detektierbar. 
Die Bandenintensität des Wildtyp- und des mutierten Allels war in diesem Fall 
allerdings vergleichbar. Unter der Annahme, dass sich die Targeting-Vektoren korrekt 
in den Chk1-Locus integriert hatten, wies das Bandenmuster auf das Vorhandensein 
von zwei weiteren Chk1-Wildtyp-Allelen hin. 
Die Verwendung einer PCR-Strategie (Abbildung 2.5 A & B, Primer #4 & #5), die nur 
ein Produkt bei noch vorhandenen Chk1-Wildtyp-Allelen erzeugt, bestätigte die 
Anwesenheit eines oder mehrerer Chk1-Wildtyp-Allele, obwohl bereits zwei Chk1-
Allele mutiert wurden. Neben der Durchführung von RT-PCR-Analysen, die eine noch 
vorhandene Chk1-mRNA-Expression nachwiesen (Daten nicht gezeigt), wurden die 
generierten Subklone auch auf Proteinebene mit Hilfe einer Western-Blot-Analyse 
untersucht (Abbildung 2.5 D). Die Chk1-Proteinmenge war zwar in den Zellen mit zwei 
mutierten Chk1-Allelen substanziell herabgesetzt, es konnte jedoch immer noch mit 
einem monoklonalen Antikörper eine Bande auf der prognostizierten Höhe von 56 kDa 
nachgewiesen werden.  
2.3.2.2 Hinweise auf mehr als zwei Chk1-Allele in der DT40Cre1-Zelllinie 
Um auszuschließen, dass es sich bei dem beobachteten Phänomen um einen 
zelllinienspezifischen Effekt handelte, der nur in der DT40ΨV--Zelllinie auftrat, wurde 
dieselbe Chk1-Knockout-Strategie in der DT40Cre1-Zelllinie angewendet. Mit der 
Intention die Integration der Resistenzkassetten in höherem Maße zu kontrollieren, 
wurden jedoch Chk1-Targeting-Vektoren mit einer unterschiedlichen Orientierung der 
Resistenzkassetten eingesetzt. Somit konnte mit einer PCR-Strategie die korrekte 
Integration beider Resistenzkassetten sowohl 5’ als auch 3’ erfolgreich bestätigt 
werden (Abbildung 2.6 A & B). Die Southern-Blot-Analyse (Abbildung 2.6 C) und die 
PCR für die Amplifikation des Wildtyp-Allels (Abbildung 2.6 B, Primer #4 & 5) zeigten 
aber, dass auch in der DT40Cre1-Zelllinie mehr als zwei Chk1-Allele vorhanden waren. 
Die Analyse der Chk1-Proteinexpression bekräftigte dieses Resultat (Abbildung 2.6 D). 
Wie bereits in der DT40ΨV--Zelllinie war nach Mutation von zwei Chk1-Allelen zwar 
eine graduelle Reduktion, aber keine vollständige Abschaltung der Chk1-Expression zu 
beobachten. 
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Abbildung 2.5: Nachweis der Inaktivierung des 1. und 2. Chk1-Allels in der DT40ΨV--Zelllinie 
A. Schematische Darstellung der Chk1-Knockout-Strategie. Die Position und die Anzahl der Exons wurden 
durch Alignment der Chk1-mRNA und z.T. unvollständigen Daten des G. gallus-Genoms ermittelt. Die 
Zahlen unterhalb der Loci kennzeichnen die Chk1-Exons und unter- sowie oberhalb des Chk1-Proteins die 
Aminosäurepositionen. Die grünen Pfeile stehen für die ungefähren Bindestellen der mit # 
gekennzeichneten Primer der in Abbildung 2.5 B. angewendeten PCR-Strategie. Die deletierte Region und 
die Resistenzkassetten sind gelb und die homologen Arme dunkelblau dargestellt. Die Abbildung ist nicht 
maßstabsgetreu. 
B. PCR-Strategie über den 5’ Arm zum Nachweis der gerichteten Integration der Resistenzkassetten in die 
Chk1-Allele. Der Primer #1, der außerhalb des 5’ Arms bindet, diente in Kombination mit Primer #2 bzw. 
#3 zum Nachweis der gerichteten Integration der Blastizidin- bzw. GPT-Resistenzkassette. Das 
Primerpaar #4 und #5 diente zur Amplifikation des Chk1-Wildtyp-Allels. 
C. Southern-Blot-Analyse zum Nachweis der gerichteten Integration der Resistenzkassetten in die Chk1-
Allele. Die Southern-Blot-Strategie ist in Abbildung 2.5 A rot dargestellt. Die Sonde bindet im 3’ Arm und 
erkennt ein 6,0 kb großes Fragment des Chk1-Wildtyp-Allels und ein 4,6 kb großes Fragment des 
mutierten Chk1-Allels. 
D. Repräsentative Western-Blot-Analyse zum Nachweis des herabgesetzten Chk1-Proteinlevels nach 
Inaktivierung des 2. Chk1-Allels. Es sind zwei unterschiedliche Chk1-Expositionen dargestellt. Als 
Ladekontrolle diente β-Aktin. 
Abkürzungen: (P): Phosphorylierungsstellen an Serin 317 und Serin 345 durch ATM/ATR; PIP: PCNA-
interagierendes Peptid; Promotor: β-Aktin-Promotor; Resistenz: Resistenzgen; SCD: SQ/TQ Cluster-
Domäne  
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Abbildung 2.6: Nachweis der Inaktivierung des 1. und 2. Chk1-Allels in der DT40Cre1-Zelllinie 
A. Schematische Darstellung der Primerbindestellen für die in Abbildung 2.6 B verwendete Targeting-
PCR-Strategie. In der DT40Cre1-Zelllinie wurden in die Chk1-Allele eine Puromyzin-Resistenzkassette in 
3’-5’-Orientierung und eine Blastizidin-Resistenzkassette in 5’-3’-Orientierung eingebracht. Diese 
Knockout-Strategie ermöglichte den Nachweis der korrekten Integration der Resistenzkassetten. Die 
grünen Pfeile stehen für die ungefähren Bindestellen der mit # gekennzeichneten Primer. Die Zahlen 
kennzeichnen die Chk1-Exons. Die deletierte Region und die Resistenzkassetten sind gelb und die 
homologen Arme dunkelblau dargestellt. 
B. PCR-Strategie über den 5’ und 3’ Arm zum Nachweis der gerichteten Integration der 
Resistenzkassetten in die Chk1-Allele. Der Primer #1, der außerhalb des 5’ Arms bindet, diente in 
Kombination mit Primer #2 und #7 zum Nachweis der gerichteten Integration der Resistenzkassetten über 
den 5’ Arm. Der Primer #8, der außerhalb des 3’ Arms bindet, diente in Kombination mit Primer #6 und #7 
zum Nachweis der gerichteten Integration der Resistenzkassetten über den 3’ Arm. Das Primerpaar #4 
und #5 diente zur Amplifikation des Chk1-Wildtyp-Allels. 
C. Southern-Blot-Analyse zum Nachweis der gerichteten Integration der Resistenzkassetten in die Chk1-
Allele. Die Southern-Blot-Strategie ist in Abbildung 2.5 A rot dargestellt. Die Sonde bindet im 3’ Arm und 
erkennt ein 6,0 kb großes Fragment des Chk1-Wildtyp-Allels und ein 4,6 kb großes Fragment des 
mutierten Chk1-Allels. 
D. Repräsentative Western-Blot-Analyse zum Nachweis des herabgesetzten Chk1-Proteinlevels nach 
Inaktivierung des 2. Chk1-Allels. Es sind zwei unterschiedliche Chk1-Expositionen dargestellt. Als 
Ladekontrolle diente β-Aktin. 
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2.3.2.3 Versuche zur vollständigen Inaktivierung der Chk1-Expression in 
den DT40ΨV-- und DT40Cre1-Zelllinien 
Der Karyotyp der Hühner-B-Zelllinie DT40 wird als stabil angesehen315 und ist durch 
eine Trisomie des Chromosoms 2, eine Monosomie des Chromosoms 4 und ein 
zusätzliches Mikrochromosom gekennzeichnet315,316. Erst kürzlich konnten Neiman und 
Kollegen mit Hilfe der Microarray-basierten komparativen genomischen Hybridisierung 
(comparative genomic hybridization, Array-CGH) das zusätzliche Mikrochromosom der 
DT40-Zelllinie dem Mikrochromosom 24 zuordnen317. Auf diesem befindet sich in G. 
gallus laut Informationen des Nationalen Zentrums für Biotechnologieinformation 
(National Center for Biotechnology Information, NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) das 
Chk1-Gen. Die Bandenintensitäten der Southern-Blot-Analyse (Abbildungen 
2.5 C & 2.6 C) deuten ebenfalls auf die Anwesenheit von mehr als zwei Chk1-Allelen in 
den DT40ΨV-- und DT40Cre1-Zelllinien hin. Diese Informationen veranlassten uns, 
weitere Chk1-Allele in der DT40-Zelllinie zu mutieren, mit dem Ziel eine vollständige 
Inaktivierung von Chk1 zu erreichen. 
In der DT40ΨV--Zelllinie konnte das 1. und 2. Chk1-Allel mit einer durchschnittlichen 
Targeting-Effizienz von 28,4 % bzw. 31,3 % inaktiviert werden (Tabelle 2.1). Der 
Knockout des 3. Chk1-Allels wurde jedoch nur mit einer etwa 25-fach geringeren 
Targeting-Effizienz von durchschnittlich 1,2 % erzielt. In der DT40Cre1-Zelllinie konnte 
der Knockout des 3. Chk1-Allels hingegen in 23,9 % der generierten Subklone erreicht 
werden, während die Inaktivierung des 1. und 2. Chk1-Allels mit einer etwas höheren 
Targeting-Effizienz von 48,2 % bzw. 40,2 % möglich war.  
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Zur Verifizierung wurde eine Southern-Blot-Analyse durchgeführt, die auch noch nach 
dem Knockout von 3 Chk1-Allelen die Bande des Wildtyp-Allels zeigte, diese jedoch 
nun eine schwächere Intensität als die Bande des mutierten Allels aufwies 
(Abbildung 2.7). Dieses Resultat deutete auf das Vorhandensein von noch einem 
Chk1-Wildtyp-Allel, von insgesamt 4 Chk1-Allelen, hin. Die Inaktivierung des 4. Chk1-
Allels wurde aufgrund der höheren Chk1-Targeting-Effizienz in der DT40Cre1-Zelllinie 
versucht, allerdings erfolglos. 
Insgesamt betrachtet konnte das 3. Chk1-Allel, im Vergleich zum 1. und 2. Chk1-Allel, 
in beiden DT40-Zelllinien nur mit einer geringeren Targeting-Effizienz inaktiviert 
werden. Im Gegensatz zur DT40Cre1-Zelllinie war die Targeting-Effizienz des 3. Chk1-
Allels jedoch bei der DT40ΨV--Zelllinie noch stärker reduziert (23,9 % vs. 1,2 %). Diese 
Diskrepanz spiegelte sich auch beim Knockout des 1. und 2. Chk1-Allels wider, 
allerdings war der Unterschied ausschließlich bei Inaktivierung des 3. Chk1-Allels hoch 
signifikant (p < 0,001). 
	  
Abbildung 2.7: Nachweis der Inaktivierung des 3. Chk1-Allels in der DT40Cre1-Zelllinie 
Repräsentative Southern-Blot-Analyse zum Nachweis der gerichteten Integration der Resistenzkassetten 
in die Chk1-Allele. Die Southern-Blot-Strategie ist in Abbildung 2.5 A rot dargestellt. Die Sonde bindet im 
3’ Arm und erkennt ein 6,0 kb großes Fragment des Chk1-Wildtyp-Allels und ein 4,6 kb großes Fragment 
des mutierten Chk1-Allels. 
2.4 DT40-Zelllinien mit zwei mutierten Chk1-Allelen zeigen eine 
Beeinträchtigung der Chk1-Funktion 
Die bisher erzielten Resultate wiesen in der DT40ΨV-- und DT40Cre1-Zelllinie auf vier 
Chk1-Allele hin, von denen drei mutiert werden konnten. Insbesondere beim Knockout 
des 3. Chk1-Allels divergierten die Targeting-Effizienzen sehr stark. Um eine bessere 
Vergleichbarkeit zu gewährleisten, wurde deshalb untersucht, ob bereits die Zellen mit 
zwei mutierten Chk1-Allelen eine funktionelle Beeinträchtigung zeigten und diese für 
die Analyse der Ig-Diversifizierung eingesetzt werden könnten. 
In Chk1-heterozygotem Gewebe von Mäusen wurde bereits eine Haploinsuffizienz von 
Chk1 bezüglich des CDC25A-Abbaus festgestellt300. Um die Funktionalität von Chk1 in 
DT40-Zellen mit mutierten Chk1-Allelen zu untersuchen, wurden diese deshalb mit UV-
Licht (15 J/m2) bestrahlt und das CDC25A-Degradationsverhalten untersucht 
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(Abbildung 2.8 A & B). In der Chk1+/+/+/+-Zelllinie war bereits 60 Minuten nach UV-
Bestrahlung ein starker CDC25A-Abbau zu erkennen. Dieser war bei den DT40-Zellen 
mit zwei mutierten Chk1-Allelen deutlich beeinträchtigt, was auf eine herabgesetzte 
Chk1-Funktionalität in diesen Zellen schließen lässt. Es muss jedoch bemerkt werden, 
dass die differenzielle CDC25A-Degradation nicht immer in dieser Eindeutigkeit 
nachgewiesen werden konnte. Dies ist vermutlich auf die lediglich partielle Chk1-
Inaktivierung zurückzuführen. 
Neben der Regulation der CDC25-Phosphatasen ist Chk1 an Reparaturprozessen wie 
der homologen Rekombinationsreparatur, dem Fanconi-Anämie-Signalweg und der 
Transläsionssynthese beteiligt (Abschnitt 1.5.3.2). Um die Herabsetzung der Chk1-
Funktionalität zu validieren, wurde das Überleben der DT40-Zellen mit mutierten Chk1-
Allelen in Anwesenheit von DNA-schädigenden Substanzen mittels eines Kolonie-
Überlebensexperiments überprüft. Hierfür wurden die Zellen in definierter Zellzahl in 
Duplikaten auf Methylzellulose-Medium ausplattiert, das Cis-Diamin(dichloro)platin 
(Cisplatin) oder Methylmethansulfonat (MMS) enthielt, und anschließend die 
Kolonienanzahl nach mehrtägiger Inkubation bestimmt. 
Cisplatin führt zur Bildung von DNA-Intrastrang- und DNA-
Interstrangquervernetzungen318, die durch den Fanconi-Anämie-Signalweg, die 
homologe Rekombinationsreparatur, die Transläsionssynthese und die 
Nukleotidexzisionsreparatur beseitigt werden319. 
MMS ist hingegen ein methylierendes Agens, das hauptsächlich zur Erzeugung von 
N7-Methylguanin führt320. An der Entfernung dieser DNA-Addukte und der dadurch 
entstandenen DNA-Schäden ist neben der Basenexzisionsreparatur auch die 
homologe Rekombinationsreparatur beteiligt321,322.  
Sowohl in Gegenwart von Cisplatin als auch MMS war im Vergleich zur Chk1+/+/+/+-
Zelllinie in den DT40-Zellen mit mutierten Chk1-Allelen eine erhebliche Dezimierung 
der relativen Kolonienanzahl zu beobachten (Abbildung 2.7 C & D). Dieser Effekt war 
in den DT40-Zelllinien mit zwei mutierten Chk1-Allelen am deutlichsten, 
interessanterweise zeigten aber auch die DT40-Zelllinien mit einem mutierten Chk1-
Allel eine starke Reduktion der relativen Kolonienanzahl. 
Insgesamt gesehen weisen die Untersuchungen der CDC25A-Degradation und des 
Überlebens nach Induktion von DNA-Schäden auf eine funktionelle Beeinträchtigung 
der Chk1-Funktion in DT40-Zellen mit zwei mutierten Chk1-Allelen hin. In Anbetracht 
der hohen genetischen Instabilität nach vollständiger Entfernung von Chk1 in DT40-
Zellen231 und des Hinweises auf eine möglicherweise essenzielle Funktion von Chk1 in 
DT40-Zellen mit hoher Ig-Diversifizierungsaktivität wurden für die nachfolgenden 
funktionellen Analysen DT40-Zellen mit nur zwei mutierten Chk1-Allelen eingesetzt. 
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Abbildung 2.8: Beeinträchtigung der Chk1-Funktionalität nach Inaktivierung des 2. Chk1-Allels 
A. Vereinfachte Darstellung des CDC25A-Abbaus in der G2-Phase des Zellzyklus. Bei durch UV-
Bestrahlung hervorgerufenen DNA-Schäden phosphoryliert ATR die Checkpoint-Kinase 1. Chk1 
phosphoryliert daraufhin die Phosphatase CDC25A und induziert dadurch deren Abbau. Es erfolgt ein 
G2/M-Zellzyklusarrest, da die inhibitorische Phosphorylierung des CDK/Cyclin-Komplexes nicht entfernt 
wird. 
B. Untersuchung der Chk1-Funktionalität in der DT40ΨV--Zelllinie mit einer CDC25A-Western-Blot-
Analyse. Die Zellen wurden mit 15 J/m2 UV bestrahlt und nach 60 Minuten auf den CDC25A-Abbau 
untersucht. Es sind zwei CDC25A-Expositionen dargestellt. Als Ladekontrolle diente β-Aktin. 
C. Untersuchung der Chk1-Funktionalität in der DT40ΨV--Zelllinie in Gegenwart von MMS mit einem 
Kolonie-Überlebensexperiment. Im Diagramm ist jeweils die relative Kolonienanzahl in Prozent in den 
untersuchten MMS-Konzentrationen unter Verwendung einer logarithmischen Skala dargestellt. 
D. Untersuchung der Chk1-Funktionalität in der DT40Cre1-Zelllinie in Gegenwart von Cisplatin mit einem 
Kolonie-Überlebensexperiment. Im Diagramm ist jeweils die relative Kolonienanzahl in Prozent in den 
untersuchten Cisplatin-Konzentrationen unter Verwendung einer logarithmischen Skala dargestellt. 
2.5 Rekonstitution der DT40 Chk1+/+/-/--Zelllinien und Analyse der 
Proliferationsrate 
Um die Spezifität eines Phänotyps verifizieren zu können, wurden die Chk1+/+/-/--
Subklone der DT40ΨV-- und der DT40Cre1-Zelllinie mit einem Hämagglutinin (HA)-
modifizierten Chk1-Transgen rekonstituiert. In Abbildung 2.9 A und B ist eine Western-
Blot-Analyse der generierten Zellsets dargestellt. In der DT40ΨV--Zelllinie wiesen die 
Chk1-rekonstituierten Subklone (Chk1Rek.) im Vergleich zur Chk1+/+/+/+-Zelllinie eine 
schwache Chk1-Überexpession auf (Abbildung 2.9 A). Im DT40Cre1-Zellset zeigten 
die Chk1-rekonstituierten Subklone hingegen eine mit der Chk1+/+/+/+-Zelllinie 
vergleichbare Chk1-Expression (Abbildung 2.9 B). 
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Abbildung 2.9: Vergleichbare AID-Expression und ähnliche Proliferationsgeschwindigkeiten in den 
generierten DT40-Zellsets 
A. Repräsentative Western-Blot-Analyse des DT40ΨV--Zellsets zur Analyse der Chk1- und AID-
Expression. Als Ladekontrolle diente β-Aktin. 
B. Repräsentative Western-Blot-Analyse des DT40Cre1-Zellsets zur Analyse der Chk1- und AID-
Expression. Als Ladekontrolle diente β-Aktin. 
C. Ermittlung der Proliferationsgeschwindigkeiten der DT40ΨV--Zelllinien mittels CFSE-Färbung über 
einen Zeitraum von 4 Tagen. Darstellung der Exponentialfunktionen, die als Grundlage für die Berechnung 
der Proliferationsgeschwindigkeiten dienten. Die Werte unterhalb der Diagramme geben die benötigten 
Stunden pro Zellteilung an. Die Standardabweichung wurde aus Duplikaten (zwei separaten 
Versuchsansätzen) ermittelt. Es ist ein repräsentatives Experiment von zwei durchgeführten Experimenten 
dargestellt. 
D. Ermittlung der Proliferationsgeschwindigkeiten der DT40Cre1-Zelllinien. Beschreibung siehe C. 
 
Wie bereits bei der Inaktivierung der Chk1-Allele zu sehen, hatte die Herabsetzung des 
Chk1-Proteinlevels keine Auswirkung auf die AID-Expression (Abbildungen 2.5 D und 
2.6 D). Auch in den Chk1-rekonstituierten DT40ΨV--Zelllinien waren mit der Chk1+/+/+/+-
Zelllinie vergleichbare AID-Proteinlevel vorhanden (Abbildung 2.9 A). Im DT40Cre1-
Zellset wurden in dem dargestellten Western-Blot leichte, jedoch nicht konsistente 
Schwankungen im AID-Proteinlevel nachgewiesen, die keine Korrelation mit dem 
Chk1-Proteinlevel zeigten (vgl. Abbildung 2.9 B mit 2.6 D). 
Um einen Einfluss auf die Ig-Diversifizierung durch ein verändertes 
Proliferationsverhalten auszuschließen, wurden das DT40ΨV--  (Abbildung 2.9 C) und 
das DT40Cre1-Zellset (Abbildung 2.9 D) außerdem einer CFSE-Färbung unterzogen 
und so die Proliferationsrate bestimmt. In beiden Zellsets betrug die im Durchschnitt 
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benötigte Zeit pro Zellteilung 10-11 Stunden und wurde durch die Chk1-Depletion oder 
-Rekonstitution nicht beeinflusst. 
2.6 Untersuchung der somatischen Hypermutation in Chk1-
depletierten DT40ΨV--Zelllinien 
In der humanen B-Lymphomzelllinie Raji konnte mit dem verwendeten Reportersystem 
bereits eine Erhöhung der somatischen Hypermutation bei Chk1-Inhibition 
nachgewiesen werden. Um dieses Resultat zu verifizieren und den Einfluss von Chk1 
auf die somatische Hypermutation näher zu charakterisieren, wurde die somatische 
Hypermutationsrate in Chk1-depletierten DT40ΨV--Zellen untersucht. 
2.6.1 Chk1-depletierte DT40ΨV--Zelllinien weisen eine erhöhte 
somatische Hypermutationsrate auf 
Wie bereits in Abschnitt 2.3.1 erwähnt, handelt es sich bei der DT40ΨV--Zelllinie um 
ein Modellsystem zur Messung der somatischen Hypermutation (Abbildung 2.10)77. 
AID führt in die Ig-Loci der IgM-positiven DT40ΨV--Zelllinie DNA-Läsionen ein, die 
durch fehlerbehaftete Reparaturmechanismen zu Mutationen umgesetzt werden77. Ein 
bestimmter Anteil dieser Mutationen resultiert jedoch in Stopp-Codons, 
Leserasterverschiebungen oder verhindert die Paarung der schweren und leichten 
Kette, wodurch die Expression des IgM-Rezeptors auf der Zelloberfläche unterbunden 
wird77. Der Anteil an IgM-negativen Zellen zeigt somit eine direkte Korrelation mit der 
somatischen Hypermutationsrate77. 
Die quantitative somatische Hypermutationsmessung ging initial von der Vereinzelung 
der IgM-positiven DT40ΨV--Zelllinien aus (Abbildung 2.10, rechte Spalte). Um 
Variationen innerhalb des Experiments auszuschließen, wurden mindestens zwei 
Zelllinien von den Genotypen Chk1+/+/+/-, Chk1+/+/-/- und Chk1Rek. eingesetzt. Darüber 
hinaus wurde darauf geachtet, dass die Chk1+/+/-/-- und Chk1Rek.-Zelllinien jeweils von 
einem unterschiedlichen parentalen Ausgangsklon abstammen. Es wurden 30-50 
Subklone pro zu untersuchender Zelllinie bis zu zwei Wochen kultiviert. Die 
Einzelzellklone wurden mit einem α-IgM-Antikörper gefärbt und anschließend mittels 
durchflusszytometrischer Analyse zweimal im Abstand von etwa 7 Tagen auf den 
prozentualen Anteil an IgM-negativen Zellen untersucht. Um das Ergebnis der IgM-
Messung durch Sequenzierung des IgL-Locus verifizieren zu können, wurden 
repräsentative Subklone bis zu 12 Wochen in Kultur gehalten und von diesen 
wöchentlich Proben für die Präparation der genomischen DNA entnommen. 
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Abbildung 2.10: Die DT40ΨV--Zelllinie - Das Modellsystem zur Messung der somatischen 
Hypermutationsrate 
Die Deletion des Pseudogenlocus der leichten Ig-Kette resultierte in der Unterbindung der Ig-
Genkonversionsaktivität. Zugleich führte diese genetische Veränderung zu einer stark erhöhten Anzahl an 
Punktmutationen im IgL-Locus durch die somatische Hypermutation. Hierdurch können Stopp-Codons, 
Leserasterverschiebungen oder Mutationen entstehen, die eine Paarung der schweren und leichten Ig-
Kette verhindern (linke Spalte, genetische Ebene). Dies hat den Verlust der IgM-Expression auf der 
Zelloberfläche zur Folge, der mit einer durchflusszytometrischen Messung bestimmt werden kann (mittlere 
Spalte, Proteinebene). In der DT40ΨV--Zelllinie korreliert somit der prozentuale Anteil an IgM-negativen 
Zellen mit der somatischen Hypermutationsrate. Die experimentelle Vorgehensweise ist in der rechten 
Spalte dargestellt und wird im Text erläutert. 
 
In Abbildung 2.11 A sind repräsentative FACS-Bilder der IgM-Messung am Tag 13 
nach Vereinzelung dargestellt. Die Abbildung 2.11 B zeigt das Ergebnis der IgM-
Messung aller Subklone eines repräsentativen Experiments, wobei die Abbildung 
2.11 C das Resultat von bis zu 8 auf diese Weise durchgeführten Experimenten in 
einem Balkendiagramm, normalisiert auf die Chk1+/+/+/+-Zelllinie, veranschaulicht. Die 
Präzision der IgM-Messung wurde unter Verwendung einer DT40ΨV- AID-/--Zelllinie 
bestimmt, die in den Experimenten im Durchschnitt 0,4 % IgM-negative Zellen aufwies 
(Abbildung 2.11 B, hier 0,1 %). Die Chk1+/+/+/--Zelllinien zeigten im Vergleich zur 
Chk1+/+/+/+-Zelllinie eine im Durchschnitt 1,1-1,3-fache Erhöhung des Anteils an IgM-
negativen Zellen. Diese Erhöhung war nur in dem dargestellten Experiment in einer 
Chk1+/+/+/--Zelllinie signifikant (Abbildung 2.11 B), jedoch nicht in der 
Zusammenfassung aller Experimente (Abbildung 2.11 C). Beachtenswert war der hoch 
signifikante, im Durchschnitt 1,7-2,1-fache Anstieg des Anteils an IgM-negativen Zellen 
in den Chk1+/+/-/--Zelllinien, während der Anteil an IgM-negativen Zellen der Chk1Rek.-
Zelllinien mit dem der Chk1+/+/+/+-Zelllinien vergleichbar war (durchschnittlich 1,0-1,2-
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fach). Dieses Resultat impliziert eine höhere somatische Hypermutationsaktivität bei 
Herabsetzung der Chk1-Expression. 
	  
Abbildung 2.11: Erhöhte somatische Hypermutationsrate in den DT40ΨV- Chk1+/+/-/--Zelllinien 
A. Durchflusszytometrische Analyse des prozentualen Anteils IgM-negativer Zellen von repräsentativen 
Subklonen aus Abbildung 2.10 B. Der prozentuale Anteil IgM-negativer Zellen ist jeweils rechts unten 
angegeben. Die AID-/--Zelllinie diente als Negativkontrolle.  
B. Repräsentative durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung des prozentualen Anteils IgM-
negativer Zellen von 30-50 Subklonen pro Zelllinie. Jeder Datenpunkt stellt das Resultat der IgM-
Bestimmung eines Subklons dar. Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde nur der p-Wert bezogen auf die 
jeweilige Ursprungszelllinie angegeben. Die Signifikanzwerte (p) wurden unter Anwendung des 
zweiseitigen Student’s-t-Tests ermittelt. n = 4. 
C. Zusammenfassung aller durchgeführten durchflusszytometrischen Analysen zur Bestimmung des 
Anteils an IgM-negativen Zellen. Es ist jeweils der Mittelwert aller erhaltenen Daten normalisiert auf die 
Chk1+/+/+/+-Zelllinie dargestellt. Der Signifikanzwert (p) wurde anhand des zweiseitigen Student’s-t-Tests 
ermittelt. n = 4-8.  
D. Zusammenfassung aller durchgeführten durchflusszytometrischen Analysen zur Bestimmung des GFP-
Levels. Es ist jeweils der Mittelwert aller erhaltenen Daten normalisiert auf die Chk1+/+/+/+-Zelllinie 
dargestellt. Die GFP-Fluoreszenzintensität diente als Anhaltspunkt für das AID-Expressionsniveau 
aufgrund der IRES-vermittelten Koexpression von GFP und AID. Es konnten keine signfikanten 
Unterschiede ermittelt werden. 
Abkürzungen: rel: relativ, sIgM: surface IgM; Oberflächen-IgM. 
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Die DT40ΨV--Zelllinie stammt von einer AID-Knockout-Zelllinie ab, die mit einem AID-
IRES-GFP-Transgen rekonstituiert wurde. Die dadurch resultierende Koexpression von 
AID und GFP ermöglicht die Überprüfung der AID-Expression durch die 
durchflusszytometrische Messung der GFP-Fluoreszenzintensität simultan zur 
somatischen Hypermutationsbestimmung. Wie bereits in den Western-Blot-Analysen 
zum Nachweis des AID-Proteinlevels ersichtlich (Abbildungen 2.5 D, 2.6 D und 2.9 A), 
wies auch die GFP-Fluoreszenzintensitätsmessung auf eine vergleichbare AID-
Expression in den generierten Subklonen hin (Abbildung 2.11 D). In einer Chk1+/+/+/-- 
und einer Chk1-rekonstituierten Zelllinie war jedoch eine im Durchschnitt geringfügig 
höhere GFP-Fluoreszenzintensität zu beobachten, die mit dem leichten, jedoch nicht 
signifikanten Anstieg des prozentualen Anteils an IgM-negativen Zellen zu korrelieren 
schien (Abbildung 2.11 C mit D; 3. und 8. Balken von links). Besonders bemerkenswert 
ist deshalb, dass mit dieser Herangehensweise der stark erhöhte Anteil der IgM-
negativen Zellen in den Chk1+/+/-/--Zelllinien nicht auf ein fluktuierendes AID-
Expressionslevel (indirekt gemessen anhand der GFP-Fluoreszenz) zurückgeführt 
werden konnte (vgl. Abbildung 2.11 C mit D, 5. und 6. Balken von links).  
2.6.2 Die Erhöhung der somatischen Hypermutation in den DT40ΨV- 
Chk1+/+/-/--Zelllinien wird nicht durch ein erhöhtes AID-Proteinlevel 
hervorgerufen 
Die Messung der GFP-Fluoreszenzintensität ausgehend von dem AID-IRES-GFP-
Transgen berücksichtigt nicht mögliche Expressionsunterschiede von AID und GFP auf 
posttranskriptioneller oder posttranslationeller Ebene. Dies ist insbesondere im Hinblick 
auf Studien von Bedeutung, die zeigten, dass AID bei Induktion von DNA-Schäden 
eine nukleäre Retention aufweist323,324. 
Um näher zu untersuchen, ob Chk1 die somatische Hypermutation beeinflusst, indem 
es z.B. die AID-Proteinlokalisation und/oder die damit verbundene AID-Proteinstabilität 
reguliert (Abschnitt 1.4.3), wurden AID-GFP-Transgene eingesetzt, die zur Bildung von 
AID-GFP-Fusionsproteinen führen. Dieses System bietet den Vorteil, die AID-
Proteinlevel direkt durch Messung der GFP-Fluoreszenzintensität nachweisen und 
parallel eine somatische Hypermutationsmessung durch Bestimmung des IgM-Levels 
durchführen zu können. 
Dabei kann nicht nur der Einfluss von Chk1 auf AID-Wildtyp (WT)-Proteine, sondern 
auch auf mutierte Varianten wie z.B. die AID-ΔNES-Mutante untersucht werden, bei 
der die C-terminale nukleäre Exportsequenz (NES) entfernt und dadurch der CRM1-
abhängige AID-Export aus dem Zellkern unterbunden wurde. Als Folge akkumuliert 
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AID im Zellkern und weist eine erhöhte Mutagenität an den Ig- und Nicht-Ig-Loci auf132. 
Da AID im Nukleus dem proteasomalen Abbau unterliegt, reduziert sich zudem die 
Halbwertszeit des AID-ΔNES-Proteins von 8 auf 2,5 Stunden132. 
Die experimentelle Vorgehensweise wird in Abbildung 2.12 A veranschaulicht. Aus 
dem bereits generierten DT40ΨV--Zellset wurde das loxP-flankierte AID-IRES-GFP-
Transgen durch Aktivierung der induzierbaren Cre-Rekombinase entfernt. 
Anschließend wurden die Zellen mit den von J. Jeschke generierten Plasmiden, die 
unterschiedliche AID-Varianten enthielten, transfiziert. Die entstandenen Subklone 
wurden etwa 3 Wochen kultiviert und zweimal im Abstand von 7-10 Tagen auf den 
Anteil an IgM-negativen Zellen (= somatische Hypermutationsaktivität) und auf die 
GFP-Fluoreszenzintensität (= AID-Proteinlevel) untersucht. 
Vergleichbar mit den Beobachtungen von Aoufouchi und Kollegen, die eine höhere 
somatische Hypermutationsrate nach Transfektion mit dem AID-ΔNES-GFP-Transgen  
nachwiesen132, war der Anteil an IgM-negativen Zellen der AID-ΔNES-GFP-Subklone 
etwa 10-mal so hoch wie in den AID-WT-GFP-Subklonen (vgl. Abbildung 2.12 C mit D, 
linkes Diagramm). Darüber hinaus war die AID-Expression der AID-ΔNES-GFP-
Subklone, gemessen anhand der GFP-Fluoreszenz, um etwa 6-fach geringer als die 
AID-Expression der AID-WT-GFP-Subklone (vgl. Abbildung 2.12 C mit D, rechtes 
Diagramm).  
Dieses Ergebnis spiegelt die Akkumulation des AID-ΔNES-GFP-Proteins im Kern 
wider, die in einer höheren AID-Mutagenität und gleichzeitig in einer geringeren AID-
Proteinstabilität resultiert. 
Interessanterweise konnte auch mit dieser experimentellen Herangehensweise eine 
2-fache Erhöhung des Anteils an IgM-negativen Zellen in den Chk1+/+/-/--Subklonen im 
Vergleich zu den Chk1+/+/+/+-Subklonen nachgewiesen werden (Abbildung 2.12 C, 
linkes Diagramm). Dies wurde sowohl bei den AID-WT-GFP-Subklonen als auch bei 
den AID-ΔNES-GFP-Subklonen beobachtet (vgl. Abbildung 2.12 C mit 2.12 D, linkes 
Diagramm). Die GFP-Fluoreszenzintensitätsmessung zeigte hingegen in beiden Fällen 
keinen signifikanten Unterschied (Abbildung 2.11 C und D, rechtes Diagramm). Diese 
Resultate implizieren, dass Chk1 die somatische Hypermutation nicht durch eine 
herabgesetzte AID-Proteinexpression reguliert.  
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Abbildung 2.12: Die erhöhte somatische Hypermutationsrate der DT40ΨV- Chk1+/+/-/--Zelllinien ist 
nicht auf einen Anstieg des AID-Proteinlevels zurückzuführen 
A. Schematische Darstellung der experimentellen Vorgehensweise. Durch Aktivierung der induzierbaren 
Cre-Rekombinase wurde das AID-IRES-GFP-Transgen entfernt. Die Transfektion mit AID-GFP-
Transgenen ermöglichte die gleichzeitige Messung der somatischen Hypermutation (Oberflächen-IgM) 
und des AID-Proteinlevels (GFP-Fluoreszenzintensität) mittels Durchflusszytometrie. 
B. Durchflusszytometrische Messung des prozentualen Anteils IgM-negativer Zellen nach Transfektion mit 
dem Leervektor. Es konnten keine signifikanten Unterschiede ermittelt werden. 
C. Durchflusszytometrische Messung des prozentualen Anteils IgM-negativer Zellen (linkes Diagramm) 
und der mittleren GFP-Fluoreszenzintensität (rechtes Diagramm) nach Transfektion mit dem AID-WT-
GFP-Vektor. 
D. Durchflusszytometrische Messung des prozentualen Anteils IgM-negativer Zellen (linkes Diagramm) 
und der mittleren GFP-Fluoreszenzintensität (rechtes Diagramm) nach Transfektion mit dem AID-ΔNES-
GFP-Vektor. 
B.-D. Die y-Skala wurde zur besseren Darstellung der Streuung angepasst. Die Signifikanzwerte (p) 
wurden unter Anwendung des zweiseitigen Student’s-t-Tests ermittelt. n = 2. 
Abkürzung: sIgM: surface IgM; Oberflächen-IgM. 
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2.6.3 Die Erhöhung des Anteils an IgM-negativen Zellen in den DT40ΨV- 
Chk1+/+/-/--Zelllinien ist AID-abhängig 
Die Bestimmung der somatischen Hypermutationsaktivität durch Messung der IgM-
Oberflächenexpression birgt die Gefahr einer Missinterpretation von z.B. einem 
reduzierten IgM-Level durch eine herabgesetzte Expression von Komponenten des Ig-
Rezeptors. Darüber hinaus besteht besonders bei der Untersuchung von DNA-
Reparaturfaktoren die Möglichkeit, dass die gemessenen Mutationen in den Ig-Loci 
nicht durch die AID-abhängige somatische Hypermutation, sondern durch eine generell 
erhöhte genetische Instabilität entstehen.  
Um diese Unsicherheitsfaktoren auf ein Minimum zu reduzieren, wurde das DT40ΨV- 
AID-/--Zellset mit einem Leervektor transfiziert und, wie in Abschnitt 2.6.2 beschrieben, 
der Anteil an IgM-negativen Zellen bestimmt. Im Gegensatz zu den mit AID-GFP-
Vektor-transfizierten Chk1+/+/-/--Zelllinien war keine Erhöhung des Anteils an IgM-
negativen Zellen in den mit Leervektor-transfizierten Chk1+/+/-/--Zelllinien nachzuweisen 
(vgl. Abbildung 2.12 C & D mit B). Dieses Resultat bekräftigt, dass die vermehrte 
Entstehung der IgM-negativen Zellen bei Chk1-Depletion auf eine erhöhte AID-
abhängige somatische Hypermutation zurückzuführen ist. 
2.6.4 Sequenzanalyse des λ-Locus der leichten Ig-Kette 
Die bisher erzielten Resultate weisen darauf hin, dass Chk1 die somatische 
Hypermutation negativ reguliert ohne die AID-Proteinstabilität zu beeinflussen. Chk1 
könnte aber auch die AID-Aktivität hemmen oder aber in die fehlerfreien oder 
fehlerbehafteten Reparaturmechanismen eingreifen. Um die Funktion von Chk1 in der 
somatischen Hypermutation näher charakterisieren zu können, wurden deshalb die 
Häufigkeit der Mutationen im Ig-Locus und das entsprechende Mutationsmuster 
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2.6.4.1 Die DT40ΨV- Chk1+/+/-/--Zelllinie weist eine höhere Anzahl an 
Mutationen im IgLλ-Locus auf 
Wie bereits in Abschnitt 2.6.1 beschrieben, wurden nach der IgM-Messung 
repräsentative Subklone mehrere Wochen kultiviert und Proben für die DNA-Extraktion 
entnommen. Aus den so gewonnenen DNA-Proben wurde die VJ-Region des λ-Locus 
der leichten Ig-Kette mit der Phusion-Polymerase amplifiziert, die eine sehr geringe 
Fehlerrate aufweist (4,4 x 10-7 Mutationen pro Basenpaar (Mut./bp)). Das Produkt 
wurde zur Vereinzelung in den pGEMT-Vektor kloniert und in E. coli transformiert. Die 
Plasmide wurden im Anschluss aus den Bakterienkolonien präpariert und mit einem 
ABI-Kapillar-Sequenzierer analysiert (A. Brachmann, LMU, München). 
Es wurde eine Sequenz von 690 bp auf Mutationen untersucht, die sich ausgehend 
vom Intron vor der VJ-Region über die VJ-Region bis in das Intron vor dem C-Segment 
erstreckte (Abbildung 2.13 A). Die Sequenzen wurden mit dem Programm Geneious 
verglichen und die Mutationen sowohl manuell als auch mit Hilfe des SHM-Tools 
(http://scb.aecom.yu.edu/cgi-bin/p1)325 identifiziert. Anschließend wurden die 
Mutationen mit zwei unterschiedlichen Methoden ausgewertet: Zum einen wurde jede 
einzelne Mutation als solche gewertet (Abbildung 2.13 B-D), zum anderen wurden in 
einem Subklon öfters vorkommende, miteinander identische Mutationen nur einmal 
gewertet unter der Annahme, dass diese auf eine klonale Abstammung zurückzuführen 
sind (Abbildung im Anhang 4.1). Die Resultate beider Methoden unterschieden sich 
nur geringfügig, was die generelle Aussagekraft dieser Sequenzanalyse bestärkt. Zur 
Überprüfung des PCR- und Sequenzierungsfehlers wurden 30 Sequenzen der 
DT40ΨV- AID-/--Zelllinie untersucht, von denen nur eine Sequenz, vermutlich aufgrund 
eines PCR-Fehlers, eine Mutation aufwies (0,05 x 10-3 Mut./bp; Abbildung 2.13 B).   
In den 135 analysierten Sequenzen der DT40ΨV- Chk1+/+/+/+-Zelllinie wiesen 29 % bis 
zu 3 Mutationen auf (Abbildung 2.13 B). Im Gegensatz dazu konnten in den 140 
analysierten Sequenzen der DT40ΨV- Chk1+/+/-/--Zelllinie in 50 % bis zu 5 Mutationen 
nachgewiesen werden. Übereinstimmend mit der IgM-Messung wurde somit in der 
Chk1+/+/-/--Zelllinie im Vergleich zur Chk1+/+/+/+-Zelllinie eine doppelt so hohe 
Mutationsfrequenz festgestellt (1,17 x 10-3 Mut./bp vs. 0,54 x 10-3 Mut./bp). Der hier 
beobachtete Phänotyp der Chk1-Depletion wurde darüber hinaus durch die wieder 
herabgesetzte Mutationsfrequenz der Chk1Rek.-Zelllinie bestärkt (0,57 x 10-3 Mut./bp). 
Beachtenswert ist auch das anscheinend erhöhte Vorkommen von Deletionen und 
Insertionen in der Chk1+/+/-/--Zelllinie,  im Vergleich zur Chk1+/+/+/+- und Chk1Rek.-Zelllinie.  
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Abbildung 2.13: Erhöhte Mutationsfrequenz und verändertes Mutationsmuster im λ-Locus der 
leichten Ig-Kette der DT40ΨV- Chk1+/+/-/--Zelllinien 
A. Schematische Darstellung der Sequenzierung des λ-Locus der leichten Ig-Kette (nach Reynaud et 
al.72). Für die Sequenzierung wurden 690 bp (grüne Linie) ausgehend von dem grün dargestellten Primer 
ausgewertet. Die Sequenzierungsanalyse umfasste sowohl die VJ-Region als auch z.T. die angrenzenden 
Introns. 
B. Darstellung des prozentualen Anteils der mutierten Sequenzen im λ-Locus der leichten Ig-Kette. Die 
Zahl innerhalb des Tortendiagramms steht für die Anzahl an analysierten Sequenzen. Die um die 
Diagramme herum angeordneten Zahlen (0-6) geben die Anzahl an Mutationen pro Sequenz an. Die 
Mutationsfrequenz sowie die Anzahl an Insertionen und Deletionen sind unterhalb der Diagramme 
angegeben. Die AID-/--Zelllinie diente als Negativkontrolle. Die Signifikanzwerte (p) wurden unter 
Anwendung des zweiseitigen Student’s-t-Tests ermittelt. 
C. Mutationsmuster des λ-Locus der leichten Ig-Kette. Die Zahlen in den Tabellen geben die absolute 
Anzahl (obere Tabellen) und den prozentualen Anteil (untere Tabellen) der Mutationsarten an. Die 
Signifikanzwerte wurden unter Anwendung des Χ2-Tests ermittelt. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
D. Darstellung der relativen (rel.) Häufigkeiten der unterschiedlichen Mutationsarten normalisiert auf 
Chk1+/+/+/+. Die Signifikanzwerte (p) wurden unter Anwendung des Χ2-Tests ermittelt. 
B.-D. Die Resultate von je zwei repräsentativen Subklonen wurden zusammengefasst. 
Abkürzungen: #: Anzahl; CDR: complementary determining region; Ges.: Gesamt; L: Leader-Region; V, J, 
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Die Mutationen der Chk1+/+/+/+- und der Chk1+/+/-/--Zelllinie waren innerhalb der VJ-
Region ähnlich verteilt und kumulierten in beiden Genotypen vor allem in den 
hypervariablen CDR-Regionen 1 und 3 (Abbildung 2.14). In der Leader-Region, dem J-
Segment sowie den 5’ und 3’ gelegenen Introns der VJ-Region wurden hingegen sehr 
wenige Mutationen nachgewiesen. 
Betrachtet man jedoch die Anhäufung der Mutationen in den Hotspots für die AID-
Aktivität, den WRCY- und RGYW-Motiven, befanden sich innerhalb dieser jeweils etwa 
20 % der Mutationen der Chk1+/+/+/+-Zelllinie (Tabelle im Anhang 4.1). In der Chk1+/+/-/--
Zelllinie waren ebenfalls etwa 20 % der Mutationen in den WRCY-Motiven vorzufinden, 
jedoch nur 10 % der Mutationen in den RGYW-Motiven. Dies könnte auf eine 
veränderte AID-Spezifität hindeuten, wie es bereits bei UNG-Inhibition nachgewiesen 
wurde326. Um dies zu verifizieren ist jedoch eine Analyse einer höheren Anzahl an 
Sequenzen z.B. über Next Generation Sequencing (NGS, Hochdurchsatz-
Sequenzierung) notwendig326. 
Das Resultat der Sequenzanalyse stützt die Annahme, dass Chk1 an der somatischen 
Hypermutation beteiligt ist. Einen näheren Einblick in den mechanistischen Hintergrund 
ermöglicht die Untersuchung des Mutationsmusters. 
 
	  
Abbildung 2.14: Lokalisation der Mutationen im λ-Locus der leichten Ig-Kette der DT40ΨV--
Zelllinien 
Die Mutationen der DT40ΨV- Chk1+/+/+/+-Zelllinie sind grün unterhalb der Konsensus-Sequenz und die der 
DT40ΨV- Chk1+/+/-/--Zelllinie blau oberhalb der Konsensus-Sequenz dargestellt. Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit ist nur eine Konsensus-Sequenz der analysierten Subklone dargestellt. Insertionen sind 
mit einem senkrechten Strich und Deletionen mit einem waagrechten Strich gekennzeichnet. Die Leader-
Region, die CDR-Regionen (complementary determining regions) sowie das Joining (J)-Segment sind 
schematisch durch Rechtecke hervorgehoben. Die WRCY/RGYW-Motive, Hotspots für die AID-Aktivität, 
sind durch Fettschreibung markiert.  
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2.6.4.2 Die DT40ΨV- Chk1+/+/-/--Zelllinie weist ein verändertes 
Mutationsmuster im IgLλ-Locus auf 
Auf die Mechanismen der Mutationsentstehung durch die fehlerbehafteten 
Reparaturmechanismen während der somatischen Hypermutation wurde bereits in 
Abschnitt 1.3.3 eingegangen. Alle zellulären Modellsysteme, die eine konstitutive oder 
induzierbare somatische Hypermutationsaktivität aufweisen, haben die Besonderheit, 
dass Mutationen bevorzugt an C:G-Basenpaaren entstehen327-329. Dies trifft auch auf 
die DT40-Zelllinie zu, bei der sich etwa 95 % der Mutationen an C:G-Basenpaaren 
befinden77,83. Nach dem Modell von Neuberger6 impliziert dieses Mutationsmuster, 
dass in den Ig-Loci der DT40-Zellen nur zwei fehlerbehafte Reparaturmechanismen 
vorherrschend sind: (I) Die direkte Replikation über die U:G-Basenpaare, die zu 
Transitionsmutationen an C:G-Basenpaaren führt und (II) die fehlerbehaftete 
Basenexzisionsreparatur, die durch Uracil-Exzision und Einsatz von 
Transläsionspolymerasen Transitions- und Transversionsmutationen an C:G-
Basenpaaren hervorruft. 
Dies wurde auch durch Analyse der Mutationsmuster der DT40ΨV- Chk1+/+/+/+- und 
Chk1+/+/-/--Zelllinie bestätigt, die an C:G-Basenpaaren etwa 95 % der Mutationen 
aufwiesen (Abbildung 2.13 C). Darüber hinaus wurde deutlich, dass die Chk1+/+/-/--
Zelllinie, infolge einer Erhöhung bestimmter Mutationstypen, Veränderungen im 
Mutationsmuster aufwies: (I) Der stärkste Anstieg war bei den Transitionsmutationen 
an C:G-Basenpaaren (GàA und CàT), sowohl in den absoluten Zahlenwerten 
(Abbildung 2.13 C; obere Tabelle) als auch in den prozentualen Zahlenwerten, mit 
Ausnahme der GàA-Mutationen (Abbildung 2.13 C; untere Tabelle), zu verzeichnen. 
(II) Zusätzlich konnte eine Erhöhung der CàG-Transversionsmutationen festgestellt 
werden, jedoch vorwiegend in den absoluten Zahlenwerten und nur in abgeschwächter 
Form in den prozentualen Zahlenwerten. In Relation zur Chk1+/+/+/+-Zelllinie handelte es 
sich in beiden Fällen um eine 2- bis 3-fache Erhöhung (Abbildung 2.13 D). 
Dieses Mutationsmuster lässt folgende Rückschlüsse zu: (I) Zum einen scheint die 
AID-Aktivität nicht durch Chk1 beeinflusst zu sein, da in diesem Fall ein Anstieg aller 
Mutationsarten zu erwarten gewesen wäre. (II) Zum anderen impliziert die erhöhte 
Anzahl an Transitionsmutationen und CàG-Transversionsmutationen, dass Chk1 
entweder mehrere fehlerbehaftete Reparaturmechanismen negativ reguliert oder aber 
zur Erhöhung eines fehlerfreien Reparaturwegs wie der homologen 
Rekombinationsreparatur beiträgt. 
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2.7 Die DT40 Chk1+/+/-/--Zelllinien zeigen geringfügig herabgesetzte 
Targeting-Effizienzen  
Es gibt bereits mehrere Evidenzen, dass Chk1 an der Initiation der homologen 
Rekombinationsreparatur beteiligt ist (Abschnitt 1.5.3.2). Bisher ist jedoch nicht 
bekannt, ob die Funktion von Chk1 in der homologen Rekombinationsreparatur eine 
Auswirkung auf die Ig-Diversifizierungsmechanismen hat.  
Eine erste Herangehensweise für den Nachweis einer eingeschränkten Funktion der 
homologen Rekombinationsreparatur ist die Untersuchung der Targeting-Effizienz. 
Wirtsfremde DNA-Moleküle können entweder in definierte, homologe Loci durch die 
homologe Rekombinationsreparatur (HR; gerichtete Integration) oder an zufälligen 
Stellen durch die nicht-homologe Endverknüpfung (NHEJ; ungerichtete Integration) 
eingefügt werden (Abschnitt 1.4.6.2). Zwischen den beiden Doppelstrangbruch-
Reparaturmechanismen scheint eine Kompetition vorhanden zu sein, da NHEJ-
defiziente Zellen eine höhere gerichtete Integrationsrate zeigen330,331 und HR-defiziente 
Zellen eine entsprechend herabgesetzte gerichtete Integrationsrate aufweisen82,255. 
Dieser Hintergrund ermöglicht Rückschlüsse auf die Funktionalität der homologen 
Rekombinationsreparatur bei einer veränderten gerichteten Integrationsrate. 
Für die Analyse der gerichteten Integration wurden ein Rad18- und ein RDM1-
Targeting-Vektor verwendet. Rad18 ist eine an dem Rad6-Weg beteiligte E3-Ubiquitin-
Ligase, während RDM1 an der zellulären Antwort gegen Cisplatin beteiligt ist332. Von 
beiden Zielgenen wurden bisher noch keine heterozygoten Effekte berichtet168,332,333. 
Die Rad18-Targeting-Effizienz der Chk1+/+/+/-- sowie der Chk1+/+/-/--Zelllinien war mit der 
gerichteten Integrationsrate der Chk1+/+/+/+-Zelllinie vergleichbar (Tabelle 2.2). Bei 
Verwendung des RDM1-Targeting-Vektors konnte indessen in den Chk1+/+/-/--Zelllinien 
eine signifikant herabgesetzte gerichtete Integrationsrate nachgewiesen werden. 
Dieses Resultat deutet auf eine eingeschränkte Funktionsweise der homologen 
Rekombinationsreparatur in Zellen mit reduzierter Chk1-Expression hin.  
Das Phänomen, dass sich die Targeting-Effizienzen locusspezifisch unterscheiden, 
wurde in DT40-Zellen bereits mehrmals beobachtet334-336 und könnte darauf hinweisen, 
dass die noch vorhandene Chk1-Expression in bestimmten Fällen noch ausreicht, um 
eine gerichtete Integration zu gewährleisten.  
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Tabelle 2.2: Rad18- und RDM1-Targeting-Effizienzen der Chk1+/+/+/+, Chk1+/+/+/- und Chk1+/+/-/- DT40-
Zelllinien 
 
2.8 Untersuchung der Ig-Genkonversionsaktivität in DT40Cre1 
Chk1+/+/-/--Zelllinien 
Alle bisher untersuchten DT40-Knockout-Mutanten, die eine herabgesetzte Gen-
Targeting-Effizienz aufwiesen, wie z.B. Knockouts der Rad51-Paraloge, zeigten auch 
eine funktionelle Beeinträchtigung der HR-abhängigen Ig-Genkonversion82-84,336,337. 
Eine herabgesetzte Ig-Genkonversionsrate lässt somit ebenfalls Rückschlüsse auf die 
Effizienz der homologen Rekombinationsreparatur zu und gewährt darüber hinaus 
einen Einblick, inwiefern eine veränderte somatische Hypermutationsrate tatsächlich 
auf eine Beeinträchtigung der homologen Rekombinationsreparatur zurückzuführen 
ist312. 
Arakawa und Kollegen beschrieben diese Wechselwirkungen im folgenden Modell338 
(Abbildung 2.15): Falls Pseudogen-Donor-Sequenzen vorhanden sind und eine hohe 
homologe Rekombinationsaktivität vorherrscht, wie es für DT40Cre1-Zellen zutrifft, 
findet Ig-Genkonversion statt. Ist jedoch die homologe Rekombinationsreparatur 
gestört, ist eine Herabsetzung der Ig-Genkonversionsaktivität zu beobachten. 
Abhängig davon, in welchem Stadium die homologe Rekombinationsreparatur 
beeinträchtigt ist, sind folgende Auswirkungen zu erwarten: (1) Erfolgt die 
Beeinträchtigung vor dem Rad51-vermittelten Strangaustausch, ist eine Herabsetzung 
der Ig-Genkonversion und eine gleichzeitige Erhöhung der somatischen Hypermutation 
zu beobachten83,84,339. (2)  Ist jedoch die homologe Rekombinationsreparatur in einem 
Stadium nach dem Strangaustausch gestört, so ist die Ig-Genkonversionsaktivität zwar 
ebenfalls herabgesetzt, allerdings ist in diesem Fall nicht mehr ein Anstieg der 
somatischen Hypermutation nachweisbar82,336,337.  
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Abbildung 2.15: Stark vereinfachte Darstellung des Kompetitionsmodells der somatischen 
Hypermutation und Ig-Genkonversion 
A. Schematische Darstellung der Kompetition zwischen der somatischen Hypermutation und Ig-
Genkonversion (nach Arakawa et al.338).  
B. Schematische Darstellung der Ig-Genkonversions- und somatischen Hypermutationsaktivität in  der 
DT40Cre1-Zelllinie bei intakter homologer Rekombinationsreparatur (HR-Reparatur). 
C. (1) Ist die homologe Rekombinationsreparatur in einem sehr frühen Stadium vor dem Rad51-
vermittelten Strangaustausch beeinträchtigt, ist eine Reduktion der Ig-Genkonversionsaktivität und eine 
Erhöhung der somatischen Hypermutationsaktivität zu beobachten. (2) Ist die homologe 
Rekombinationsreparatur in einem späten Stadium nach dem Rad51-vermittelten Strangaustausch 
gestört, ist die Ig-Genkonversionsaktivität ebenfalls herabgesetzt, es ist jedoch keine Erhöhung der 
somatischen Hypermutationsrate detektierbar. 
B. und C. Es handelt sich lediglich um eine stark vereinfachte Darstellung, die nicht zwingend das 
tatsächliche Verhältnis wiedergibt. 
2.8.1 DT40Cre1 Chk1+/+/-/--Zelllinien generieren einen geringeren Anteil an 
IgM-positiven Zellen 
Um der Fragestellung nachzugehen, ob Chk1 die somatische Hypermutation durch 
Regulation der homologen Rekombinationsreparatur beeinflusst und in welchem 
Stadium Chk1 hierbei beteiligt sein könnte, wurde die Ig-Genkonversionsaktivität in 
dem generierten DT40Cre1-Zellset untersucht. 
Die IgM-negative DT40Cre1-Zelllinie enthält eine Leserasterverschiebung im IgLλ-
Locus313 (Abbildung 2.16). Diese kann durch Ig-Genkonversionsereignisse revertieren 
und zur Reexpression des IgM-Rezeptors auf der zellulären Oberfläche führen313. Der 
Anteil an IgM-positiven Zellen zeigt somit eine direkte Korrelation mit der Ig-
Genkonversionsrate313. 
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Abbildung 2.16: Die DT40Cre1-Zelllinie - Das Modellsystem zur Messung der Ig-
Genkonversionsrate 
Die DT40Cre1-Zelllinie weist eine Leserasterverschiebung im rearrangierten λ-Locus der leichten Ig-Kette 
auf (linke Spalte, genetische Ebene). Durch Reversion der Leserasterverschiebung infolge von Ig-
Genkonversionsereignissen wird der IgM-Rezeptor erneut auf der Oberfläche exprimiert (mittlere Spalte, 
Proteinebene). In der DT40Cre1-Zelllinie korreliert somit der prozentuale Anteil an IgM-negativen Zellen 
mit der Ig-Genkonversionsrate. Die experimentelle Vorgehensweise ist in der rechten Spalte dargestellt 
und wird im Text erläutert. 
Abkürzungen: sIgM: surface IgM; Oberflächen-IgM; SSC-H: Side Scatter-Height. 
 
Die quantitative Ig-Genkonversionmessung wurde analog zur somatischen 
Hypermutationsmessung der DT40ΨV--Zelllinie durchgeführt, mit dem Unterschied, 
dass die durchflusszytometrische IgM-Bestimmung bis Tag 30 nach Vereinzelung der 
Zellen erfolgte und der IgM-Status von vier Chk1+/+/-/--Zelllinien parallel analysiert 
wurde. 
Erstaunlicherweise generierten bereits die DT40Cre1 Chk1+/+/+/--Zelllinien, im Vergleich 
zur Chk1+/+/+/+-Zelllinie, einen geringeren Anteil an IgM-positiven Zellen 
(Abbildung 2.17 B). Dieser war bei den Chk1+/+/-/--Zelllinien noch stärker herabgesetzt, 
im Vergleich zur Chk1+/+/+/+-Zelllinie sogar durchschnittlich um die Hälfte. Die Chk1Rek.- 
und die Chk1+/+/+/+-Zelllinien wiesen hingegen einen vergleichbaren Anteil an IgM-
positiven Zellen auf.  
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Abbildung 2.17: Reduzierte Ig-Genkonversionsaktivität in den DT40Cre1 Chk1+/+/-/--Zelllinien 
A. Durchflusszytometrische Analyse des prozentualen Anteils IgM-positiver Zellen von repräsentativen 
Subklonen aus Abbildung 2.17 B. Der prozentuale Anteil IgM-positiver Zellen ist jeweils rechts unten 
angegeben. Die AID-/--Zelllinie diente als Negativkontrolle.  
B. Repräsentative durchflusszytometrische Analyse zur Bestimmung des prozentualen Anteils IgM-
positiver Zellen von 30-40 Subklonen pro Zelllinie. Jeder Datenpunkt stellt das Resultat der IgM-
Bestimmung eines Subklons dar. Die AID-/--Zelllinie diente als Negativkontrolle. Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit wurde nur der p-Wert bezogen auf die jeweilige Ursprungszelllinie angegeben. Zur 
besseren Darstellung der Unterschiede wurde eine logarithmische Skala verwendet. Die Signifikanzwerte 
(p) wurden unter Anwendung des zweiseitigen Student’s-t-Tests ermittelt. n = 2. 
Abkürzungen: sIgM: surface IgM, Oberflächen-IgM; SSC-H: Side Scatter-Height. 
 
2.8.2 DT40Cre1 Chk1+/+/-/--Zelllinien weisen eine herabgesetzte Ig-
Genkonversionsaktivität auf 
Der herabgesetzte Anteil an IgM-positiven Zellen der DT40Cre1 Chk1+/+/-/--Zelllinien 
lässt auf eine geringere Anzahl an Ig-Genkonversionsereignissen schließen. Um diese 
Schlussfolgerung zu bestätigen, wurde, wie bereits bei der DT40ΨV--Zelllinie 
(Abschnitt 2.6.4), die VJ-Region des λ-Locus der leichten Ig-Kette sequenziert. Auch 
hier wurde die Genauigkeit der Methode durch Analyse von 24 Sequenzen einer AID-
negativen DT40Cre1-Zelllinie untersucht und durch die völlige Abwesenheit von 
Nukleotidveränderungen bestätigt (Daten nicht gezeigt). 
Die Einteilung der Nukleotidveränderungen in Ig-Genkonversionsereignisse und 
Punktmutationen erfolgte analog zu anderen Studien, in denen die Datenbank der 
Pseudogensequenzen von Reynaud et al.72 die Grundlage bildete83,310 
(Abbildung 2.18 A): (1) Falls die Nukleotidveränderung nicht in einem Pseudogendonor 
gefunden werden konnte bzw. nicht mehr als 9 bp Homologie vorhanden war, wurde 
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die Nukleotidveränderung als Punktmutation (PM) eingestuft und mit dem 
Mechanismus der somatischen Hypermutation gleichgesetzt. Die Punktmutationen 
wurden weiter in Transitionen (TS), Transversionen (TV) und Mutationen an A:T-
Basenpaaren (AT) aufgeschlüsselt. (2) Falls hingegen zwei oder mehr 
Nukleotidveränderungen auf einen Pseudogendonor zurückgeführt werden konnten, 
wurden diese als Ig-Genkonversionsmutationen (GKM) gewertet und einem Ig-
Genkonversionsereignis zugeordnet. (3) Wenn allerdings nur eine und nicht 
mindestens zwei Nukleotidveränderungen in einem Pseudogendonor detektiert 
wurden, konnte nicht mit Sicherheit festgestellt werden, ob es sich hierbei um eine 
Punktmutation oder eine Ig-Genkonversionsmutation handelte. Aus diesem Grund 
wurde diese Art von Nukleotidveränderung als zweideutige Mutation (ZM) eingestuft.  
Bereits bei der absoluten Anzahl an Nukleotidveränderungen fiel bei der DT40Cre1 
Chk1+/+/-/--Zelllinie im Vergleich zur Chk1+/+/+/+-Zelllinie, analog zum Resultat der IgM-
Messung, eine Reduktion der Nukleotidveränderungen um die Hälfte auf (Abbildung 
2.18 B; linkes Diagramm). Nach Einteilung in die unterschiedlichen Arten der 
Nukleotidveränderungen war sowohl eine deutliche Herabsetzung der absoluten als 
auch der relativen Anzahl an Ig-Genkonversionsmutationen zu erkennen 
(Abbildung 2.18 B und C; mittleres Diagramm). Dies ging mit einer gleichzeitigen 
Erhöhung der Punktmutationen einher, die sich besonders stark in den relativen 
Zahlen ausprägte. Bei den Punktmutationen handelte es sich bei der Chk1+/+/+/+-
Zelllinie hauptsächlich um Transitionsmutationen, während die Chk1+/+/-/--Zelllinien 
einen gleichen Anteil an Transitions- und Transversionsmutationen aufwiesen 
(Abbildung 2.18 B und C; rechtes Diagramm). 
Die geringe Anzahl an Ig-Genkonversionsmutationen spiegelte sich auch in der 
herabgesetzten Mutationsfrequenz der DT40Cre1 Chk1+/+/-/--Zelllinie, im Vergleich zur 
Chk1+/+/+/+-Zelllinie, wider (0,76 x 10-3 vs. 1,42 x 10-3 Mut./bp; Tabelle im Anhang 4.2). 
Die Mutationsfrequenz unter Einbeziehung der Ig-Genkonversionsmutationen 
entspricht aber nicht zwingend der AID-Aktivität, da die durch AID hervorgerufenen Ig-
Genkonversionsereignisse u.a. je nach Länge der übertragenen Sequenz zu einer 
unterschiedlichen Anzahl an Ig-Genkonversionsmutationen führen können. Berechnet 
man somit die Mutationsfrequenz unter Berücksichtigung der Ig-
Genkonversionsereignisse und nicht der einzelnen Ig-Genkonversionsmutationen, war 
der Unterschied in der Mutationsfrequenz zwischen der DT40Cre1 Chk1+/+/-/-- und der 
Chk1+/+/+/+-Zelllinie nur noch geringfügig (0,59 x 10-3 vs. 0,77 x 10-3 Mut./bp). 
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Abbildung 2.18: Geringere Anzahl an Ig-Genkonversionsmutationen und erhöhte Anzahl an 
Punktmutationen in den DT40Cre1 Chk1+/+/-/--Zelllinien 
A. Einteilungsschemata der Nukleotid (Nt.)-Veränderungen. Eine repräsentative Konsensus-Sequenz ist 
jeweils grün, die identifizierten Nukleotidveränderungen sind jeweils rot und die Pseudogendonorsequenz 
ist jeweils blau dargestellt. 
B. Absolute Anzahl an Nukleotidveränderungen im λ-Locus der leichten Ig-Kette. Die Signifikanzwerte 
wurden unter Anwendung des Χ2-Tests ermittelt. Es wurden die Resultate von je zwei repräsentativen 
Subklonen zusammengefasst. 
C. Relative Anzahl an Nukleotidveränderungen im λ-Locus der leichten Ig-Kette. Im mittleren Diagramm ist 
die relative Anzahl der Mutationstypen bezogen auf die Gesamtanzahl der Nukleotidveränderungen 
dargestellt. Im rechten Diagramm ist die relative Anzahl der unterschiedlichen Punktmutationsarten 
bezogen auf die Gesamtanzahl der Punktmutationen dargestellt. Die Signifikanzwerte wurden unter 
Anwendung des Χ2-Tests ermittelt. Es wurden die Resultate von je zwei repräsentativen Subklonen 
zusammengefasst. 
Abkürzungen: GKM: Genkonversionsmutation; ZM: zweideutige Mutation; PM: Punktmutation; TS: 
Transition; TV: Transversion; AT: Mutation an A:T-Basenpaar; SHM: somatische Hypermutation 
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Allgemein betrachtet wiesen die Nukleotidveränderungen keine Besonderheit in ihrer 
Lokalisation auf und waren wie erwartet präferenziell in den CDR-Regionen 
vorzufinden (Abbildung 2.19). Allerdings konnten in dem als #1 bezeichneten Subklon 
der Chk1+/+/-/--Zelllinie drei Ig-Genkonversionsereignisse an derselben Position 
identifiziert werden, an die sich unmittelbar danach drei identische Punktmutationen 
anschlossen. Darüber hinaus wurde in einer Sequenz eine ungewöhnlich große 
Insertion von 39 bp detektiert. Punktmutationen unmittelbar nach einem Ig-
Genkonversionsereignis ebenso wie Insertionen können auf Fehler im Mechanismus 
der homologen Rekombination hindeuten178. 
 
	  
Abbildung 2.19: Darstellung der einzelnen Sequenzen des IgLλ-Locus der DT40Cre1-Zelllinien 
Jede Linie repräsentiert eine analysierte Sequenz. Die Zahl neben den Linien gibt die Anzahl identischer 
Sequenzen wieder. Über den Linien ist die Position der CDR-Regionen (complementary determining 
regions) der VJ-Region in rot dargestellt. Die Nummerierung beginnt mit dem ersten Basenpaar der 
Leader-Region. Der Pfeil kennzeichnet die Position der Leserasterverschiebung in der DT40Cre1-Zelllinie. 
Die grauen Rechtecke stellen die maximale Länge und die schwarzen Rechtecke die minimale Länge der 
Genkonversionstrakte dar. Rechts neben den Genkonversionsereignissen sind die Pseudogene (Ψ) 
angegeben, mit denen eine Rekombination stattgefunden haben könnte. Überlappende 
Genkonversionsereignisse sind untereinander dargestellt. Weiße Rechtecke repräsentieren Insertionen. 
Die schwarzen Kreise kennzeichnen die Positionen der Punktmutationen, während die weißen Kreise die 
Positionen der zweideutigen Mutationen veranschaulichen. Die Abbildung ist maßstabsgetreu. 
 
Ein weiterer Hinweis für eine eingeschränkte Funktionsweise der homologen 
Rekombination ist die Länge der jeweiligen Ig-Genkonversionstrakte, wobei kürzere Ig-
Genkonversionstrakte mit einer beeinträchtigten homologen Rekombinationsreparatur 
einhergehen340 (Abbildung 2.20 A). Sowohl nach Ermittlung des Medians der 
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maximalen (Abbildung 2.20 B) als auch der minimalen Länge der Ig-
Genkonversionstrakte (Abbildung 2.20 C), waren diese in den Chk1+/+/-/--Zelllinien im 
Vergleich zur Chk1+/+/+/+-Zelllinie deutlich kürzer (vgl. auch Abbildung 2.19 mit 2.20). 
Bei der maximalen Länge der Ig-Genkonversionstrakte handelte es sich um eine 
Reduktion um etwa die Hälfte, während die minimale Länge sogar eine etwa 4-fache 
Herabsetzung zeigte. Ob es sich hierbei um einen signifikanten Effekt handelt, muss 




Abbildung 2.20: Tendenziell kürzere Genkonversionstrakte in DT40Cre1 Chk1+/+/-/--Zelllinien 
A. Repräsentatives Beispiel zur Ermittlung der maximalen und minimalen Länge eines 
Genkonversionstrakts. Eine repräsentative Konsensus-Sequenz ist grün, die identifizierten Nukleotid (Nt.)-
Veränderungen sind rot und die Pseudogendonorsequenz ist blau dargestellt. 
B. Darstellung der maximalen Länge der Genkonversionstrakte in Basenpaaren. Die schwarze Linie 
kennzeichnet den Median. Die Unterschiede sind nicht signifikant.  
C. Darstellung der minimalen Länge der Genkonversionstrakte in Basenpaaren. Die schwarze Linie 
kennzeichnet den Median. Die Unterschiede sind nicht signifikant.  
 
 
Insgesamt betrachtet weisen die Sequenzanalysen der DT40Cre1-Zelllinie auf eine 
Beeinträchtigung der homologen Rekombinationsreparatur hin. Darüber hinaus sind 
die beobachtete Herabsetzung der Ig-Genkonversionsereignisse und der parallele 
Anstieg der Punktmutationen Indizien für eine Beeinträchtigung der homologen 
Rekombinationsreparatur in einem frühen Stadium, vor dem Rad51-vermittelten 
Strangaustausch. Bezieht man außerdem die Ergebnisse der DT40ΨV--Zelllinie mit 
ein, wird deutlich, dass Chk1 anscheinend durch positive Regulation des fehlerfreien 
Doppelstrangbruch-Reparaturmechanismus, der homologen Rekombinationsreparatur, 
das Ausmaß der somatischen Hypermutation einschränkt. 
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3 DISKUSSION 
Die aktivierungsinduzierte Cytidin-Deaminase AID ist ein sehr mutagenes Enzym, das 
für die Generierung einer hohen Antikörperaffinität benötigt wird. Bis vor wenigen 
Jahren wurde angenommen, dass AID fast ausschließlich in den Ig-Loci DNA-Läsionen 
einführt341. Mittlerweile wird aber durch die Ergebnisse genomweiter Untersuchungen 
deutlich, dass AID auch in zahlreichen Nicht-Ig-Genen DNA-Schäden 
hervorruft150,154,166,167. Mehrere Studien belegen, dass die Mutationsentstehung durch 
die bevorzugte Rekrutierung von AID zu den Ig-Loci und den gezielten Einsatz von 
fehlerfreien und fehlerbehafteten Reparaturmechanismen kontrolliert wird (Abschnitte 
1.4.4 und 1.4.6). 
Checkpoint-Kinasen sind essenziell für die Aufrechterhaltung der genetischen 
Stabilität, z.B. indem diese die DNA-Reparaturkapazität erhöhen189. Bisher ist jedoch 
nicht bekannt, ob Checkpoint-Kinasen während der Keimzentrumsreaktion eine Rolle 
spielen und ob diese möglicherweise bei Überschreiten eines bestimmten 
Schwellenwerts an AID-induzierten DNA-Schäden die Aktivität von AID einschränken 
oder aber die Reparaturmechanismen entsprechend regulieren. 
Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte untersucht werden, ob die Checkpoint-Kinase 1 
eine solche Funktion ausüben kann. Dabei wurde nachgewiesen, dass Chk1 zur 
Herabsetzung der somatischen Hypermutation führt. Darüber hinaus trägt Chk1 
anscheinend zur Verstärkung der Ig-Genkonversionsaktivität bei, die durch Faktoren 
der homologen Rekombinationsreparatur vermittelt wird. Diese und weitere Resultate 
legen die Vermutung nahe, dass Chk1 die somatische Hypermutation durch 
Aktivierung dieses fehlerfreien DNA-Reparaturmechanismus einschränkt. 
3.1 Chk1-Expression in Keimzentrums-B-Zellen 
Eine Voraussetzung für eine Funktion von Chk1 in der Keimzentrumsreaktion ist die 
Expression in KZ-B-Zellen. Es wurde postuliert, dass die Expression von Chk1 und 
weiteren Komponenten der DNA-Schadensantwort, wie ATR, p53 und p21, in KZ-B-
Zellen herunterreguliert ist, damit die B-Zellen auch in Gegenwart eines mutagenen 
Prozesses wie der somatischen Hypermutation stark proliferieren können236-239. Der 
Transkriptionsrepressor Bcl6, der sowohl für die Keimzentrumsausbildung als auch für 
die Eigenschaften der KZ-B-Zellen essenziell ist und folglich in diesen eine hohe 
                                                                                                   DISKUSSION 63 
Expression aufweist240, reprimiert direkt die Expression der genannten Faktoren236-239. 
In dieser Dissertation wurde jedoch trotz Bcl6-mRNA-Bildung eine hohe Expression 
von Chk1 und p53 in einer Zentroblasten/Zentrozyten-Population (B220+ CD95+ PNA+) 
von Mäusen nachgewiesen (Abbildung 2.3). Dieses Resultat wird durch die Studie von 
Wu und Kollegen bestärkt, die in humanen Tonsillen sowohl in Zentroblasten als auch 
in Zentrozyten eine hohe Expression von Chk1 auf mRNA- und Proteinebene 
detektierten292. 
Eine umfassende Studie zur Expression des direkten Chk1-Aktivators ATR in KZ-B-
Zellen, gibt Hinweise für die Aufklärung dieses scheinbaren Widerspruchs236. Demnach 
ist in Zentroblasten keine ATR-Expression nachzuweisen236. Wird jedoch die Bcl6-
Expression artifiziell durch Bcl6-shRNAs herabgesetzt, wird die ATR-Expression sofort 
reaktiviert236. Darüber hinaus wurde in Zentrozyten ein starker Anstieg der ATR-
Expression durch die von T-Zellen ausgehende CD40-Signalgebung dokumentiert236.  
 
	  
Abbildung 3.1: Modell der Chk1-Regulation in Keimzentrums-B-Zellen 
In Zentroblasten wird die Chk1-Expression durch Bcl6 herunterreguliert, während bei DNA-Schäden durch 
Induktion des Bcl6-Abbaus eine Reaktivierung der Chk1-Expression ermöglicht wird. In Zentrozyten wird 
die Bcl6-Expression durch die CD40-Signalgebung herabgesetzt. Auch hier könnte eine Aktivierung der 
Chk1-Expression erfolgen. 
Abkürzungen: LZ: light zone, helle Zone; DZ: dark zone, dunkle Zone 
 
 
Übereinstimmend mit Studien, die eine Bcl6-mRNA-Repression nach CD40-
Signalgebung feststellten242, ist eine differenzielle Regulation der DNA-
Schadensantwort in Zentroblasten und Zentrozyten erkennbar. Unter Einbeziehung der 
Resultate von Phan und Kollegen, die in Zentroblasten einen ATM-abhängigen Bcl6-
Abbau nach einem hohen Ausmaß an DNA-Schäden nachwiesen241, kann folgendes 
Modell erstellt werden, das einen Einblick in die mögliche Regulation der Chk1-
Expression im Keimzentrum gibt (Abbildung 3.1): Demzufolge wird in 
hypermutierenden Zentroblasten die Expression von Chk1 und anderen Faktoren der 
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DNA-Schadensantwort durch Bcl6 herunterreguliert236-239. Wenn allerdings ein 
bestimmter Schwellenwert an DNA-Schäden überschritten wird, kann Bcl6 abgebaut 
werden, die Chk1-Expression kann zunehmen241 und durch die parallel erfolgende 
ATR-Reexpression kann Chk1 aktiviert werden236. In den der Selektion unterliegenden 
Zentrozyten kann durch die CD40-vermittelte Bcl6-Repression ebenfalls eine Chk1-
Expression erfolgen242. Die Chk1-Expression könnte somit sowohl in Zentroblasten als 
auch in Zentrozyten aktiviert werden, um den negativen Folgen der somatischen 
Hypermutation entgegenzuwirken. 
Das c-Myc-Gen, das für einen für das Zellwachstum und die Proliferation wichtigen 
Transkriptionsfaktor342 kodiert, wird ebenfalls von Bcl6 in Zentroblasten reprimiert343,344. 
In einer kleinen Zentrozytenpopulation, die sich kurz vor dem Wiedereintritt in die 
dunkle Zone befindet, ist jedoch eine Reaktivierung der c-Myc-Expression zu 
beobachten343,344. Im Hinblick auf Resultate, die eine indirekte Aktivierung der Chk1-
Expression durch c-Myc aufzeigen345,346, könnte die erhöhte c-Myc-Expression in 
Zentrozyten die Chk1-Expression zusätzlich verstärken. 
Erst kürzlich haben Victora und Kollegen neue Oberflächenmarker zur Separierung der 
Zentroblasten- und Zentrozytenpopulationen in Mäusen entdeckt103. Die Verwendung 
dieser Oberflächenmarker eröffnet die Möglichkeit, das vorgestellte Modell der Chk1-
Regulation im Keimzentrum zu verifizieren. 
3.2 Chk1-Expression in B-Zelllymphomen 
Bisher konnten keine Chk1-Genmutationen, wie Deletionen oder Punktmutationen, 
sowie Veränderungen des Chk1-Promotormethylierungsmusters in Proben von B-
Zelllymphompatienten detektiert werden, die zu einer deregulierten Chk1-Expression 
führen könnten347. Jedoch wurde in 7 Proben aggressiver B-Zelllymphome, davon 4 
DLBCL-Proben, eine herabgesetzte Chk1-Proteinbildung nachgewiesen347. In Burkitt-
B-Lymphomzelllinien wurde hingegen eine hohe Chk1-Expression beschrieben345. 
Dieser Expressionsunterschied könnte auf die charakteristischen Translokationen und 
Mutationen der B-Zelllymphomtypen zurückgeführt werden. In 40 % der DLBCL-Fälle 
ist eine Bcl6-Überexpression vorhanden348, die zur Herabsetzung der Chk1-Expression 
führen kann237. Burkitt-B-Lymphomzellen weisen hingegen meist eine IgH/c-Myc-
Translokation auf162,163,349, die eine hohe c-Myc-Expression hervorruft und mit einer 
zunehmenden Chk1-Expression assoziiert ist345. 
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3.3 Chk1-Expression in der DT40-B-Lymphomzelllinie 
Die DT40-Zelllinie ist eine Hühner-B-Lymphomzelllinie mit ebenfalls hoher c-Myc-
Expression. Im Rahmen der Doktorarbeit wurde in den weiterentwickelten Varianten 
der DT40-Zelllinie Cre1 und ΨV-, mit erhöhter Ig-Diversifizierungsaktivität, eine Chk1-
Amplifikation nachgewiesen (Abbildungen 2.5 und 2.6). PCR- und Southern-Blot-
Analysen deuteten sogar auf das Vorhandensein von 4 Chk1-Allelen hin (Abbildungen 
2.5, 2.6 und 2.7). Dies wurde in der Literatur bisher noch nicht beschrieben, jedoch 
wurde diesbezüglich nur die ursprüngliche DT40-Zelllinie indirekt untersucht303. Zudem 
gibt es in der DT40-Zelllinie Hinweise auf eine Amplifikation des Mikrochromosoms 24, 
auf dem das Chk1-Gen lokalisiert ist317. Darüber hinaus konnten in der DT40Cre1-
Zelllinie, im Gegensatz zur parentalen DT40CL18-Zelllinie, Aberrationen im Spindel-
Checkpoint sowie in der Zentrosomenamplifikation nach Induktion von DNA-Schäden 
nachgewiesen werden, was für eine höhere Chk1-Aktivität in der DT40Cre1-Zelllinie 
spricht350. Dies impliziert, dass die Chk1-Amplifikation erst bei der Generierung der 
DT40Cre1-Zelllinie aus der DT40CL18-Zelllinie oder zu einem späteren Zeitpunkt 
entstanden ist. 
Es stellt sich hierbei die Frage, ob es sich nur um eine „zufällige“ Begleiterscheinung 
der genetischen Instabilität einer Tumorzelllinie handelt, oder aber ob die 
weiterentwickelten DT40-Zelllinien mit erhöhter Ig-Diversifizierungsaktivität die Chk1-
Amplifikation für das Überleben benötigen. 
Obwohl die DT40-Zelllinie eine Trisomie des Chromosoms 2, eine Monosomie des 
Chromosoms 4 und ein zusätzliches Mikrochromosom aufweist, wird der Karyotyp als 
stabil angesehen315,316. Chang und Delany beschrieben jedoch zytogenetische 
Variationen von DT40-Zelllinien unterschiedlichen Ursprungs sowie eine karyotypische 
Instabilität bei längerer Kultivierungszeit316. Auch Neiman und Kollegen berichteten von 
Veränderungen in der Kopienanzahl von Genen nach längerer Kultivierung der DT40-
Zelllinie317. Aufgrund dieser Beobachtungen kann eine „zufällige“ Amplifikation des 
Chk1-Gens als Folge der genetischen Instabilität der DT40-Zelllinie nicht 
ausgeschlossen werden. 
Genetische Aberrationen bleiben jedoch selten ohne einen entsprechenden 
Selektionsdruck bestehen351. Die Erhaltung der Chk1-Amplifikation in beiden DT40-
Varianten, die zwar voneinander abstammen, aber für längere Zeit separat kultiviert 
wurden, weist auf einen Selektionsvorteil für die erhöhte Chk1-Expression hin. 
Auch weitere Ergebnisse dieser Doktorarbeit deuten darauf hin, dass Chk1 für das 
Überleben der DT40-Zellen mit hoher Ig-Diversifizierungsaktivität benötigt wird: Zum 
einen wurde eine signifikante Herabsetzung der Chk1-Targeting-Effizienz beim 
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Knockout des 3. Chk1-Allels sowohl in der DT40Cre1- als auch in der DT40ΨV--
Zelllinie nachgewiesen (Tabelle 2.1), zum anderen war die Generierung eines 
vollständigen Chk1-Knockouts erfolglos. Beim Versuch, das 4. Chk1-Allel in der 
DT40Cre1-Zelllinie auszuschalten, konnten zwar die 4 unterschiedlichen 
Resistenzkassetten in den Chk1-Allelen mit einer PCR-Strategie nachgewiesen 
werden, Southern- und Western-Blot-Analysen wiesen allerdings weiterhin auf eine 
vorhandene Chk1-Expression hin. Diese Beobachtung impliziert eine Reduplikation 
des Chk1-Gens bei geringer Chk1-Expression. Diese Vermutung könnte durch eine 
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)-Analyse bestätigt werden, die jedoch aus 
technischen Gründen nicht durchgeführt wurde. Das Phänomen einer Genreduplikation 
bei Knockout von essenziellen Genen ist in DT40-Zellen bereits bekannt und wurde bei 
der Inaktivierung des BRCA2-Gens ebenfalls beobachtet352.  
Die Fragestellung warum Chk1 für das Überleben von DT40-Zellen mit hoher Ig-
Diversifizierungsaktivität benötigt werden könnte, wird im Folgenden und insbesondere 
in Abschnitt 3.8 näher erläutert. 
3.4 Erhöhung der somatischen Hypermutation bei Chk1-Inhibition 
und -Depletion 
Die hohe Expression von Chk1 in KZ-B-Zellen und bestimmten B-Zelllymphomtypen ist 
ein Hinweis auf eine mögliche Funktion von Chk1 in der Keimzentrumsreaktion. Um die 
Rolle von Chk1 in der somatischen Hypermutation zu untersuchen, wurden im Rahmen 
dieser Doktorarbeit zwei unterschiedliche Methoden gewählt: (I) Das GFP-
Reportersystem in der Raji-Zelllinie, durch das die somatische Hypermutationsaktvität 
durch Reversion des Stopp-Codons im GFP-Gen gemessen werden kann, und (II) die 
die DT40ΨV--Zelllinie, deren Anteil an IgM-negativen Zellen mit der somatischen 
Hypermutationsrate korreliert . 
3.4.1 Erhöhung der somatischen Hypermutation bei CHK1-Inhibition 
Interessanterweise war bei CHK1-Inhibition in der Raji-Zelllinie bereits ohne exogene 
Induktion von DNA-Schäden eine CDC25A-Akkumulation nachzuweisen (Abbildung 
2.2 D). Diese Beobachtung deutet auf eine konstitutive CHK1-Aktivierung in diesen 
Zellen hin. In nicht-transformierten KZ-B-Zellen wurde ebenfalls eine sofortige CHK1-
Aktivierung detektiert, die ausschließlich durch Bcl6-Repression hervorgerufen 
wurde236. Es scheint, dass das zelluläre Programm von KZ-B-Zellen darauf ausgelegt 
ist, sehr schnell auf DNA-Schäden zu reagieren236. Dies zeigten auch Gourzi und 
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Kollegen, die in ihrer Studie nach induzierter AID-Expression eine CHK1-Aktivierung 
nachwiesen244. Lediglich die Expressionsherabsetzung durch Bcl6 scheint der DNA-
Schadensantwort entgegenzuwirken236. 
Die CHK1-Inhibitoren wurden bewusst in geringeren Konzentrationen als üblich 
eingesetzt, da sie in höheren Konzentrationen die Proliferationsrate und die zelluläre 
Vitalität der C-MYC-überexprimierenden Raji-Zelllinie deutlich herabsetzten278. Dieser 
Effekt könnte auf die möglicherweise unspezifische Wirkungsweise der Inhibitoren 
zurückgeführt werden275,276. Allerdings wurde bereits auch in anderen C-MYC-
überexprimierenden B-Lymphomzelllinien sowohl bei CHK1-Hemmung als auch bei 
Chk1-Depletion eine Caspase-abhängige Apoptose nachgewiesen345,346. Andere 
Tumorzelllinien zeigen bei CHK1-Hemmung jedoch nur dann eine apoptotische 
Antwort, wenn gleichzeitig die Replikation blockiert wird oder DNA-Schäden induziert 
werden201,353,354. Es wurde postuliert, dass die hohe C-MYC-Expression der B-
Lymphomzelllinien DNA-Schäden hervorruft und dadurch die erhöhte Sensitivität 
gegenüber CHK1-Inhibitoren verursacht346. Die Verwendung der CHK1-Inhibitoren in 
geringeren Konzentrationen ermöglichte die Umgehung der apoptotischen Antwort 
(Abbildung 2.2 B) trotz nachgewiesener, aber vermutlich nicht vollständiger CHK1-
Hemmung (Abbildung 2.2 D). So konnte die Rolle von CHK1 in der somatischen 
Hypermutation untersucht werden, ohne dass die somatische Hypermutation durch 
eine veränderte Proliferationsrate (Abbildung 2.2 C)  oder eine herabgesetzte Vitalität 
(Abbildung 2.2 B) gestört wurde. 
Unter Anwendung des GFP-Reportersystems wurde bei CHK1-Inhibition ein bis zu 
doppelt so hoher Anstieg an GFP-Revertanten im Vergleich zur Kontrolle 
nachgewiesen. Das sich in dem GFP-Gen befindliche Stopp-Codon TAG ist im AID-
Hotspot-Motiv RGYW integriert29,267. Die erhöhte Anzahl an GFP-Revertanten korreliert 
somit mit der Anzahl an Mutationen, die das Stopp-Codon revertieren267. Theoretisch 
kann an der 3. Codonposition jede Punktmutation, außer einer Transition von G nach 
A, zur Reversion des Stopp-Codons führen, zum größten Teil erfolgt dies jedoch durch 
GàC-Transversionsmutationen267. Während der somatischen Hypermutation wird 
dieser Mutationstyp hauptsächlich durch die Rev1-abhängige Transläsionssynthese 
über abasische Stellen erzeugt6,169,355.  
Ohne Sequenzanalyse des GFP-Gens ist es jedoch nicht möglich einen Rückschluss 
auf die genaue Funktionsweise von CHK1 in der somatischen Hypermutation zu 
ziehen. Generell betrachtet weist das Ergebnis aber darauf hin, dass CHK1 die 
somatische Hypermutation negativ reguliert. 
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3.4.2 Erhöhung der somatischen Hypermutation bei Chk1-Depletion 
Mit dem Ziel den potenziellen Einfluss von Chk1 auf die somatische Hypermutation in 
einem genetisch eindeutigeren System zu charakterisieren und um Einblick in 
mechanistische Aspekte zu erhalten, wurde die DT40ΨV--Zelllinie als Modellsystem 
verwendet. In dieser Zelllinie kann die somatische Hypermutationsaktivität im 
endogenen IgL-Locus untersucht werden. Bei Herabsetzung der Chk1-Expression 
durch Gen-Targeting wurde so eine erhöhte somatische Hypermutationsaktivität durch 
einen erhöhten Anteil an IgM-negativen Zellen nachgewiesen (Abbildung 2.11). 
Detaillierte Sequenzanalysen bestätigten, dass bei Chk1-Depletion eine zweifach 
erhöhte Mutationsfrequenz im IgL-Locus auftrat, deren Anstieg durch Chk1-
Rekonstitution wieder aufgehoben wurde (Abbildung 2.13 B). Bei genauerer 
Betrachtung des Mutationsmusters wurden außerdem in der Chk1-depletierten 
Zelllinie, im Vergleich zur Chk1+/+/+/+-Zelllinie, zwei Unterschiede festgestellt (Abbildung 
2.13 C und D): (I) Eine signifikante Erhöhung der Transitionsmutationen an C:G-
Basenpaaren und (II) ein signifikanter Anstieg der CàG-Transversionsmutationen. 
Die Erhöhung der Mutationsfrequenz und die Veränderung des Mutationsmusters 
waren nicht auf eine generell erhöhte genetische Instabilität zurückzuführen, die man 
bei Chk1-Depletion erwarten würde202,203, sondern auf eine Erhöhung der AID-
abhängigen Mutagenese. Dies wurde gezeigt, indem AID-/- Chk1-depletierte DT40ΨV--
Zelllinien mit einem Leervektor und parallel mit einem AID-GFP-Transgen transfiziert 
wurden (Abbildung 2.12 B und C). In diesem experimentellen System wurde die 
Erhöhung der somatischen Hypermutation ausschließlich in Anwesenheit von AID 
nachgewiesen.  
3.5 Ist die negative Regulation der somatischen Hypermutation 
eine generelle Eigenschaft der DNA-Schadensantwort? 
Es stellt sich die Frage, ob es sich bei der potenziellen Rolle von Chk1 in der 
somatischen Hypermutation um eine Chk1-spezifische Funktion handelt, oder aber ob 
die gesamte DNA-Schadensantwort darauf abgestimmt ist, die somatische 
Hypermutation negativ zu regulieren. 
Die DNA-Schadenssensorkinase ATR wird indirekt über die ATRIP-RPA-Interaktion an 
ssDNA rekrutiert und führt anschließend zur Chk1-Aktivierung206. In humanen Proben 
von Patienten mit dem Seckel-Syndrom, die eine Mutation im ATR-Gen aufweisen, 
wurde jedoch keine erhöhte Hypermutationsfrequenz356 wie bei Chk1-depletierten 
DT40-Zelllinien nachgewiesen (Abbildung 2.13 C und D). Das Mutationsmuster ist 
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zwar verändert und zeigt den Verlust der Strangpräferenz an A:T-Basenpaaren, ist 
allerdings nicht mit dem Mutationsmuster der Chk1-depletierten DT40-Zelllinien 
vergleichbar356. Die Diskrepanz im Mutationsmuster könnte durch die unterschiedlichen 
Modellsysteme erklärt werden, da in vivo A:T- und C:G-Basenpaare mit einer 
vergleichbaren Frequenz mutiert werden, während in vitro eine stark herabgesetzte 
A:T-Mutagenese vorhanden ist267,327,328. Es wäre aber auch denkbar, dass Chk1 in KZ-
B-Zellen ATR-unabhängig, z.B. durch die DNA-Schadenssensorkinase ATM, aktiviert 
wird185,204,205. ATM-defiziente Mäuse zeigen jedoch ebenfalls keine Erhöhung der 
Hypermutationsfrequenz und auch keine Veränderung des Mutationsmusters357. 
Dieses Resultat könnte ebenfalls durch die Redundanz zu ATR erklärt werden und 
schließt eine ATM-abhängige Chk1-Aktivierung in KZ-B-Zellen nicht aus. 
Es besteht darüber hinaus die Möglichkeit, dass Chk1 durch Aktivierung von Faktoren 
der DNA-Schadensantwort, wie des Transkriptionsfaktors p53, die somatische 
Hypermutation indirekt reguliert. Die Studien zur p53-Funktion in der somatischen 
Hypermutation sind jedoch nicht ganz konsistent: Ratnam und Kollegen beschrieben in 
8 Wochen alten p53-/--Mäusen eine erhöhte Mutationsanzahl an Adeninen bei 
gleichbleibender Hypermutationsfrequenz358. Unsere Arbeitsgruppe konnte indessen, 
unter Einbeziehung einer größeren Anzahl an individuellen Mäusen, eine moderate 
Erhöhung der Hypermutationsfrequenz nachweisen, die mit einem Anstieg der 
Transversionsmutationen und Mutationen an A:T-Basenpaaren einherging270. Die 
erhöhte Hypermutationsfrequenz bei Chk1-Inhibition oder Chk1-Depletion ist aber mit 
hoher Wahrscheinlichkeit nicht auf einen p53-abhängigen Effekt zurückzuführen, da 
die Raji-Zelllinie kein funktionelles p53 aufweist270,284-286 und in der DT40-Zelllinie der 
p53-Status ebenfalls kontrovers diskutiert wird334,359-361. 
Betrachtet man die Studien im Gesamten, scheint die negative Regulation der 
somatischen Hypermutation keine generelle Eigenschaft der DNA-Schadensantwort zu 
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3.6 Mögliche Funktionsweise von Chk1 in der somatischen 
Hypermutation 
Chk1 könnte die somatische Hypermutation auf verschiedene Weise negativ 
regulieren: (I) Durch Herabsetzung der AID-Expression, (II) durch Beeinträchtigung der 
AID-Aktivität, (III) durch Reduzierung des AID-Substrat-Vorkommens, (IV) durch 
Beeinflussung des Zellzyklus oder (V) durch Eingriff in die DNA-
Reparaturmechanismen. 
Im Folgenden werden die oben aufgeführten Punkte unter Einbeziehung der eigenen 
Resultate und der aktuellen Literatur diskutiert. 
3.6.1 AID-Expression 
Die AID-Expression wird durch multiple Mechanismen sowohl auf transkriptioneller als 
auch auf posttranskriptioneller Ebene reguliert, wie z.B. durch miRNAs und alternatives 
Spleißen362 (Abschnitt 1.4.2). Eine zusätzliche Ebene der Regulation bietet zudem die 
Stabilität des AID-Proteins, die direkt von der zellulären Lokalisation des AID-Proteins 
abhängt (Abschnitt 1.4.3). 
Chk1 ist eine Histon-H3-Threonin-11-Kinase und reguliert die Expression von Genen in 
Abhängigkeit von DNA-Schäden218 (Abschnitt 1.5.2). Darüber hinaus gibt es Hinweise, 
dass Chk1 an der Regulation des alternativen Spleißens und des Pausierens der RNA-
Polymerase II beteiligt ist363,364.  
Es wäre somit durchaus möglich, dass Chk1 die AID-Expression reguliert. DT40Cre1-
Zelllinien mit unterschiedlichem Chk1-Status wiesen jedoch vergleichbare AID-
Proteinlevel auf (Abbildung 2.6 D). Darüber hinaus zeigten DT40ΨV- AID-/--Zelllinien, 
die mit einem AID-GFP-Transgen transfiziert wurden, ähnliche GFP-
Fluoreszenzintensitäten trotz unterschiedlicher Chk1-Expression (Abbildung 2.12 C). 
Dasselbe Resultat wurde bei Transfektion mit einem AID-ΔNES-GFP-Transgen 
beobachtet, das zur Bildung eines sich hauptsächlich nukleär befindlichen AID-
Proteins führt (Abbildung 2.12 D). Chk1 scheint auch in diesem Fall die AID-
Expression nicht entscheidend zu beeinflussen. Es wäre jedoch interessant, dies mit 
der Immunfluoreszenzmethodik zu bestätigen, mit der die Auswirkung der Chk1-
Depletion auf die zelluläre Lokalisation von AID-GFP-Fusionsproteinen direkt analysiert 
werden kann. 
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3.6.2 AID-Aktivität  
Eine weitere, wichtige Regulationsebene stellt die Phosphorylierung des AID-Proteins 
dar, die sowohl eine hemmende135 als auch eine aktivierende Wirkung134,139 ausüben 
kann (Abschnitt 1.4.3). Die Phosphorylierung an Serin 38 des AID-Proteins, die 
bekanntermaßen von PKA vermittelt wird, ist aktivierend134,139 und fördert die 
Assoziation von AID mit RPA134,140,141. Interessanterweise ergaben in silico-Analysen 
(http://www.hprd.org)365, dass sich an Serin 38 des AID-Proteins (VKRRDS) ebenfalls 
ein Phosphorylierungsmotiv der Serin-Threonin-Kinase Chk1 [(M/I/L/V)X(R/K)XX(S/T)] 
befindet366. 
AID-/- Chk1-depletierte DT40ΨV--Zelllinien, die mit einem AID-ΔNES-GFP-Transgen 
transfiziert wurden, das eine zusätzliche Mutation an Serin 38 aufwies (S38A), zeigten 
jedoch ebenfalls eine erhöhte somatische Hypermutationsaktivität (Abbildung im 
Anhang 4.2). Auch weitere Resultate deuten indirekt darauf hin, dass Chk1 die AID-
Aktivität nicht beeinflusst: Zum einen waren im IgL-Locus der Chk1-depletierten 
DT40ΨV--Zelllinien nur bestimmte Mutationstypen erhöht, aber nicht alle im gleichen 
Ausmaß (Abbildung 2.14 C und D), was man bei einer erhöhten AID-Aktivität erwarten 
würde, zum anderen wurde in Chk1-depletierten DT40Cre1-Zelllinien eine 
Herabsetzung und keine Erhöhung der AID-vermittelten Ig-Genkonversion festgestellt 
(Abbildungen 2.17 und 2.18). 
Es handelt sich hierbei jedoch nur um Hinweise, die nahelegen, dass Chk1 die AID-
Aktivität nicht beeinflusst. In vitro-Kinase-Experimente, mit denen direkt untersucht 
werden kann, ob Chk1 dazu in der Lage ist AID zu phosphorylieren, könnten einen 
weiteren Einblick in diese Thematik gewähren. 
3.6.3 AID-Substrat-Vorkommen  
Neben der Regulation der AID-Aktivität könnte Chk1 auch das Vorkommen des AID-
Substrats, der ssDNA, begünstigen. Das ssDNA-bindende Protein RPA fördert die 
Assoziation von AID mit ssDNA und dadurch die DNA-Deaminierungsaktivität von 
AID140. Chk1-Hemmung und -Depletion führen zu einer erhöhten RPA-Bindung an 
ssDNA sowie zur RPA-Hyperphosphorylierung203,367. Zudem wurden in Chk1-
depletierten Zellen abnorme Replikationsstrukturen mit langen einzelsträngigen 
Regionen beobachtet368. Der Anstieg der somatischen Hypermutation in Chk1-
depletierten DT40ΨV--Zelllinien könnte somit durch dieses erhöhte AID-Substrat-
Vorkommen erklärt werden. 
Beckerman und Kollegen entdeckten darüber hinaus eine Funktion von Chk1 in der 
Transkriptionselongation der p21-mRNA364. Chk1-Inhibition führt nach 
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Hydroxyurea (HU)-Behandlung zur erhöhten Spt5-Rekrutierung an den p21-Locus364. 
Spt5 ist am Pausieren der RNA-Polymerase II während der frühen 
Transkriptionselongation beteiligt369. Erst kürzlich konnte eine direkte Assoziation von 
AID mit Spt5 und eine Korrelation der Spt5-Dichte mit der AID-induzierten Mutagenese 
nachgewiesen werden147. 
Dieser Zusammenhang könnte ebenfalls die erhöhte somatische Hypermutationsrate 
bei Chk1-Depletion begründen, jedoch würde man auch in diesem Fall eine Erhöhung 
und nicht die nachgewiesene Herabsetzung der AID-vermittelten Ig-Genkonversion 
erwarten (Abbildung 2.17 und 2.18). Vermutlich handelt es sich somit bei dem 
erhöhten AID-Substrat-Vorkommen nur um einen potenziell dazu beitragenden, aber 
nicht entscheidenden Faktor. Es wäre jedoch interessant, den Zusammenhang von 
Chk1, Spt5 und AID näher zu untersuchen. 
3.6.4 Zellzyklus 
Alternativ könnte die erhöhte somatische Hypermutationsrate bei Chk1-Depletion 
durch Veränderungen im Zellzyklus erklärt werden. Es wurde postuliert, dass abhängig 
von der Zellzyklusphase während der sekundären Ig-Diversifizierungsprozesse 
unterschiedliche Reparaturmechanismen zum Einsatz kommen, die z.T. eine 
divergierende Fehlerrate aufweisen179,180,370,371. Reynaud und Kollegen erstellten z.B. 
ein Modell, bei dem Uracile in der G1-Phase durch die Mismatch-Reparatur prozessiert 
werden während UNG2 diese Aufgabe in der S-Phase übernimmt371. Des Weiteren gibt 
es Hinweise, dass AID vor allem in der G1-Phase DNA-Reparatur Foci372-374 bzw. 
Mutationen375,376 hervorruft.  
Eine konditionelle Chk1-Heterozygosität in der Milchdrüse von Mäusen führt zu einer 
erhöhten Anzahl an Zellen in der S-Phase300. In Chk1-/- DT40-Zellen wurde hingegen 
eine leichte Abnahme der in der S-Phase befindlichen Zellen beobachtet, die mit einem 
moderaten Anstieg an Zellen in der G1- und G2/M-Phase assoziiert war303. Chk1-
siRNAs in HeLa Zellen beeinflussen den Zellzyklus wiederum nicht377. In Abwesenheit 
von DNA-Schäden scheint Chk1 somit nur einen abgeschwächten Effekt auf den 
Zellzyklus zu haben303,377. Werden jedoch DNA-Schäden z.B. durch γ-Bestrahlung 
induziert, ist bei reduzierter Chk1-Expression in vielen Zelltypen der G2/M-
Zellzyklusarrest außer Kraft gesetzt197,198,303. Als Folge befindet sich eine erhöhte 
Anzahl an Zellen in der G1-Phase197,198,303. 
Die Erhöhung der somatischen Hypermutation durch eine erhöhte Prävalenz einer 
bestimmten Zellzyklusphase, wie z.B. der G1-Phase, ist somit bei Chk1-Depletion nicht 
auszuschließen. Für die Beantwortung dieser noch offenen Frage sind noch weitere 
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Experimente erforderlich, die aber die genaue Klärung der Zellzyklusabhängigkeit der 
somatischen Hypermutation zur Voraussetzung haben. 
3.6.5 Reparaturmechanismen 
Chk1 ist in zahlreiche Reparaturmechanismen involviert, die an der Mutagenese der 
Ig-Gene beteiligt sind (Abschnitt 1.5.3.2). Folglich liegt die Vermutung nahe, dass Chk1 
durch seine Rolle in der DNA-Reparatur die somatische Hypermutation negativ 
reguliert. Anhand des Mutationsmusters der Ig-Gene ist häufig erkennbar, welcher 
Reparaturweg beeinflusst sein könnte (Abschnitt 1.3.3). 
Die erhöhte Anzahl an C:G-Transitionsmutationen im IgLλ-Locus der Chk1-depletierten 
DT40ΨV--Zelllinien (Abbildung 2.13 C und D) könnte daher folgendermaßen erklärt 
werden: Zum einen (I) durch eine Verstärkung der direkten Replikation über das Uracil, 
zum anderen (II) durch einen Defekt in der Basenexzisionsreparatur, z.B. der Exzision 
des Uracils durch UNG2. Das erhöhte Vorkommen von CàG-
Transversionsmutationen (Abbildung 2.13 C und D) könnte hingegen (III) auf einen 
Defekt in der Transläsionssynthese hinweisen. Dem Mutationsmuster zufolge könnte 
Chk1 somit in multiple Reparaturwege der somatischen Hypermutation involviert sein. 
Alternativ könnte Chk1 (IV) einen fehlerfreien Reparaturmechanismus, wie die 
homologe Rekombinationsreparatur, regulieren. 
Im Folgenden wird die mögliche Beteiligung von Chk1 an den obengenannten 
Reparaturwegen der somatischen Hypermutation erläutert. 
3.6.5.1 Direkte Replikation über das Uracil 
Die direkte Replikation über die AID-induzierten Uracile führt durch die Paarung von 
Adenin mit Uracil hauptsächlich zur Entstehung von Transitionsmutationen (Phase 1a; 
Abbildung 1.2), die in hoher Anzahl in Chk1-depletierten DT40ΨV--Zelllinien 
nachgewiesen wurden (Abbildung 2.13 C und D). 
Chk1 greift bei DNA-Schäden im Zuge des Intra-S-Phase-Checkpoints in die DNA-
Replikation ein, indem es sowohl die Initiation („Origin firing“)378-380 als auch die 
Elongation der Replikation381 hemmt.  
Es wäre denkbar, dass Chk1 bei AID-induzierten DNA-Schäden das Fortschreiten der 
DNA-Replikation einschränkt und dadurch indirekt die Uracil-Exzision fördert. Der 
zugrundeliegende Mechanismus ist hierbei allerdings noch nicht geklärt.  
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3.6.5.2 Basenexzisionsreparatur 
Alternativ könnte Chk1 die Aktivität der Basenexzisionsreparatur direkt erhöhen. 
Ausgehend vom Neuberger-Modell6 verhindert ein Defekt in UNG die Uracil-Exzision 
und demzufolge die Transläsionssynthese über die abasische Stelle, die hauptsächlich 
zu C:G-Transversionsmutationen führt (Phase 1b, Abbildung 1.2). Die in der G1-Phase 
eingeführten Uracile bleiben somit bis zur Replikation in der S-Phase bestehen und 
werden durch direkte Replikation in Transitionsmutationen umgewandelt (Phase 1a, 
Abbildung 1.2). 
So führt sowohl die UNG-Defizienz in DT40-Zellen als auch in einem Mausmodell zu 
einem starken Anstieg dieser Mutationsart45,80. Im Vergleich zur Chk1-Depletion in der 
DT40ΨV--Zelllinie mit bis zu 50 % an C:G-Transitionsmutationen (Abbildung 2.13 C 
und D), handelt sich bei UNG-Defizienz jedoch um eine weitaus drastischere Erhöhung 
mit bis zu 95 % an C:G-Transitionsmutationen45,80. 
Bisher wurde auch noch keine Funktion von Chk1 in der Basenexzisionsreparatur 
beschrieben. Die Checkpoint-Kinase 2, die z.T. redundante Funktionen zu Chk1 
aufweist, phosphoryliert allerdings XRCC1 und unterstützt dadurch die 
Basenexzisionsreparatur382. In Chk1-depletierten DT40-Zellen wäre somit ein Defekt in 
der Basenexzisionsreparatur durchaus denkbar. Untersuchungen des 
Mutationsmusters der Chk1-depletierten DT40Cre1-Zelllinien sprechen jedoch 
dagegen (Abbildung 2.18). Dies wird in Abschnitt 3.6.5.4 näher erläutert.  
3.6.5.3 Transläsionssynthese 
Neben dem starken Anstieg der Transitionsmutationen wurde bei Chk1-depletierten 
DT40ΨV--Zellen auch eine moderate Zunahme der CàG-Transversionsmutationen 
nachgewiesen (Abbildung 2.13 C und D). Genetische Manipulationen des Rad6-Wegs 
in DT40, wie der Knockout der E3-Ubiquitin Ligase Rad18 und die PCNAK164-Mutante 
sowie der Knockout der Transläsionspolymerase Rev1, führen zu einer starken 
Herabsetzung der C:G-Transversionsmutationen und zu einer leichten Abnahme der 
C:G-Transitionsmutationen50,169. Ein ähnliches Mutationsmuster wurde auch in   Rev1-/-
-Mäusen nachgewiesen49,355. Der Anstieg der CàG-Transversionsmutationen in Chk1-
depletierten DT40ΨV--Zellen könnte somit auf eine verstärkte Rev1-abhängige 
Transläsionssynthese über die abasische Stelle hindeuten (Phase 1b; Abbildung 1.2). 
Es wurde jedoch beschrieben, dass die Herabsetzung der Chk1-Expression die PCNA-
Monoubiquitinierung und dadurch die Rekrutierung der Transläsionspolymerasen 
hemmt und nicht fördert245,246. Es gibt allerdings auch Hinweise, dass die Rekrutierung 
von Rev1 PCNA-ubiquitinierungsunabhängig erfolgen kann50,169. 
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Ob Chk1 durch seine Funktion in der Transläsionssynthese die somatische 
Hypermutation beeinflusst, bleibt demnach noch zu klären. 
3.6.5.4 Homologe Rekombinationsreparatur 
Eine alternative Möglichkeit für die Entstehung des Mutationsmusters der Chk1-
depletierten DT40ΨV--Zellen ist die Beeinflussung der homologen 
Rekombinationsreparatur durch Chk1. Bei Herabsetzung der Chk1-Expression in 
DT40ΨV--Zellen weist insbesondere das erhöhte Vorkommen von Deletionen und 
Insertionen im IgL-Locus darauf hin (Abbildung 2.13 B), da diese durch einen Defekt in 
der Doppelstrangbruch-Reparatur entstehen können176. 
Hasham und Kollegen konnten erst kürzlich die Notwendigkeit der homologen 
Rekombination während der somatischen Hypermutation und des Klassenwechsels 
nachweisen179,180. Ein Defekt in der homologen Rekombinationsreparatur, in diesem 
Fall im Rad51-Paralog XRCC2, führt nicht nur zu einer erhöhten Anzahl an AID-
induzierten Doppelstrangbrüchen in den IgH-Genen, sondern auch zusätzlich in den 
Nicht-Ig-Genen und ruft eine erhöhte genetische Instabilität hervor179,180. Des Weiteren 
wurde während der somatischen Hypermutation die direkte Rekrutierung der HR-
Faktoren Rad51 und Rad52 an die entstandenen Doppelstrangbrüche innerhalb des 
V(D)J-Segments nachgewiesen383,384. Defizienzen in den HR-Faktoren Rad54 und 
Rad54B, die nach dem Strangaustausch benötigt werden, haben jedoch keine 
Auswirkung auf die somatische Hypermutation in M. musculus385,386.  
Ein ähnliches Phänomen wurde in der DT40CL18-Zelllinie beobachtet, in der wie bei 
der DT40Cre1-Zelllinie hauptsächlich Ig-Genkonversion und nur zu einem geringen 
Anteil somatische Hypermutation stattfindet82,83. Auch hier hat der Rad54-Knockout 
keinen Einfluss auf die somatische Hypermutation, sondern führt ausschließlich zur 
Herabsetzung der HR-vermittelten Ig-Genkonversion82. Der Knockout der Rad51-
Paraloge führt hingegen zu einer erhöhten somatischen Hypermutationsrate bei einer 
ebenfalls herabgesetzten Ig-Genkonversion83. Diese Resultate implizieren, dass die 
Entscheidung zwischen der homologen Rekombinationsreparatur und der somatischen 
Hypermutation während oder kurz vor der Rad51-Polymerisierung getroffen wird338. 
Diese Beobachtungen wurden in der vorliegenden Dissertation angewendet, um 
aufzuklären, ob Chk1 die somatische Hypermutation durch Aktivierung der homologen 
Rekombinationsreparatur negativ reguliert. Ähnlich wie beim Knockout der Rad51-
Paraloge wurde in Chk1-depletierten DT40Cre1-Zelllinien eine erhöhte Anzahl an 
matrizenunabhängigen Nukleotidsubstitutionen und eine gleichzeitige Herabsetzung 
der Ig-Genkonversionsereignisse durch Sequenzierung des IgL-Locus nachgewiesen 
(Abbildung 2.18 B und C). Die erhöhte Anzahl an matrizenunabhängigen 
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Nukleotidsubstitutionen ist mit hoher Wahrscheinlichkeit mit einem Anstieg der 
somatischen Hypermutationsrate gleichzusetzen. Wie bereits bei den Knockouts der 
Rad51-Paraloge festgestellt83, befanden sich diese hauptsächlich an C:G-Basenpaaren 
(Abbildung 2.18 B und C) und waren vor allem in den CDR-Regionen vorzufinden 
(Abbildung 2.19). Dieses Resultat deutet darauf hin, dass Chk1 zur Herabsetzung der 
somatischen Hypermutation führt, indem es die Einleitung der homologen 
Rekombinationsreparatur fördert. In der Tat wurde bereits nachgewiesen, dass Chk1 
sowohl auf direkte als auch auf indirekte Weise die Assoziation von Rad51 mit 
einzelsträngiger DNA unterstützt186-188 (Abschnitt 1.5.3.2). 
Weitere Hinweise auf einen Defekt in der homologen Rekombinationsreparatur der 
Chk1-depletierten DT40Cre1-Zelllinien sind die identifizierten Punktmutationen 
unmittelbar nach Ig-Genkonversionsereignissen (Abbildung 2.19), eine ungewöhnlich 
große Insertion (Abbildung 2.19) sowie eine tendenziell reduzierte Ig-
Genkonversionstraktlänge (Abbildung 2.20). Darüber hinaus wurde eine moderate 
Herabsenkung der HR-abhängigen gerichteten Integration des RDM1-Targeting-
Vektors beobachtet (Tabelle 2.2). 
Eine weitere Bestätigung lieferte die nähere Untersuchung der matrizenunabhängigen 
Nukleotidsubstitutionen im IgL-Locus der DT40Cre1-Zelllinien. Durch das Verhältnis 
von Transitions- zu Transversionsmutationen kann ermittelt werden, ob es sich um 
einen Defekt in der homologen Rekombinationsreparatur handelt oder um eine Störung 
in der Basenexzisionsreparatur. 
DT40-Zelllinien mit einem Defekt in der homologen Rekombinationsreparatur, wie die 
XRCC2/3-83, BRCA1-339 sowie BRCA2-Knockout-Zelllinien84, weisen etwa 60-80 % 
C:G-Transversionsmutationen auf. Ein Defekt in der Basenexzisionsreparatur der 
DT40-Zelllinie, wie eine UNG-Defizienz80 oder -Hemmung78, führt hingegen zur 
Entstehung von 70-95 % C:G-Transitionsmutationen. 
Die Chk1-depletierte DT40Cre1-Zelllinie zeigte im Vergleich zur DT40Cre1 Chk1+/+/+/+-
Zelllinie eine signifikante Erhöhung der C:G-Transversionsmutationen (von 19 % auf 
46 %) sowie eine moderate Herabsetzung der C:G-Transitionsmutationen (von 57 % 
auf 46 %; Abbildung 2.18 B und C). Die Tatsache, dass die C:G-Transitionsmutationen 
nicht angestiegen sind, spricht gegen eine Störung der Basenexzisionsreparatur. Der 
Anstieg der C:G-Transversionsmutationen indiziert hingegen einen Defekt in der 
homologen Rekombinationsreparatur, jedoch ist die Zunahme nicht so deutlich wie z.B. 
bei der XRCC2/3-/- DT40-Zelllinie83. Dies könnte auf die noch vorhandene Restaktivität 
der homologen Rekombinationsreparatur in der Chk1-depletierten Zelllinie 
zurückgeführt werden. 
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Insgesamt betrachtet, weisen die Resultate auf eine Funktion von Chk1 in der 
homologen Rekombinationsreparatur hin, die zur Einschränkung der somatischen 
Hypermutation führen kann179,180. 
3.7 Modell für die mechanistische Funktionsweise von Chk1 in der 
Regulation der somatischen Hypermutation und Ig-
Genkonversion  
Aus den erhaltenen Resultaten und den bereits aufgeführten Studien lässt sich ein 
Modell erstellen, bei dem Chk1 durch Regulation der RPA- und Rad51-Abundanz an 
ssDNA das Ausmaß der somatischen Hypermutation reguliert. 
Die RPA-Assoziation an ssDNA ist direkt proportional zur AID-Aktivität387. Darüber 
hinaus unterstützt RPA die somatische Hypermutation in vitro140, während die Rad51-
Polymerisierung für die Einleitung der homologen Rekombinationsreparatur benötigt 
wird256,257, die die Ausbildung der AID-induzierten Doppelstrangbrüche 
einschränkt179,180 und in DT40-Zellen die Ig-Genkonversion fördert. Die Chk1-Depletion 
führt zu einer erhöhten RPA-Bindung an ssDNA187,203,353,367, hemmt aber gleichzeitig 
die Assoziation von Rad51 und verhindert dadurch die Einleitung der homologen 
Rekombinationsreparatur187.  
Dies bildet die Grundlage für unser Modell (Abbildung 3.2), das im Folgenden erläutert 
wird: Das ssDNA-bindende Protein RPA fördert die Assoziation von AID an ssDNA und 
erhöht die AID-Aktivität140. Die AID-induzierten DNA-Schäden können folglich zur 
Chk1-Aktivierung führen244. Chk1 kann daraufhin BRCA2 sowie Rad51 
phosphorylieren und dadurch die Assoziation von Rad51 an ssDNA fördern, wodurch 
RPA verdrängt wird186,187. Rad51 ist nun dazu in der Lage, die homologe 
Rekombinationsreparatur einzuleiten und kann somit zur Beseitigung der AID-
induzierten DNA-Schäden beitragen. Alternativ könnte in DT40-Zellen die Ig-
Genkonversionsaktivität zunehmen. Wird hingegen die Chk1-Expression z.B. durch 
Bcl6 reprimiert237, kann RPA akkumulieren203,367, und es ist eine erhöhte somatische 
Hypermutationsrate sowie eine reduzierte Ig-Genkonversionsrate zu erwarten. 
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Abbildung 3.2: Modell für die Funktion von Chk1 in der Regulation der somatischen Hypermutation 
und Ig-Genkonversion 
1. Die AID-induzierten DNA-Schäden können zur Chk1-Aktivierung führen. Chk1 phosphoryliert daraufhin 
BRCA2 sowie Rad51 und fördert die Rad51-Polymerisierung an ssDNA. RPA wird durch die Rad51-
Bindung verdrängt. Die durch AID hervorgerufenen Einzelstrang- oder Doppelstrangbrüche können somit 
durch die homologe Rekombinationsreparatur (HR-Reparatur) in der S/G2-Phase repariert werden. In 
DT40-Zellen kann in diesem Fall darüber hinaus die Ig-Genkonversionsaktivität zunehmen. 
2. Wird die Chk1-Expression z.B. durch Bcl6 reprimiert, findet die homologe Rekombinationsreparatur nur 
unzureichend statt und RPA akkumuliert. Die erhöhte somatische Hypermutationsaktivität sowie die 
herabgesetzte Ig-Genkonversionsaktivität bei Chk1-Depletion könnten durch eine RPA-Akkumulation und 
eine gleichzeitige Beeinträchtigung der Rad51-Funktion erklärt werden. 
3.8 Bedeutung der Resultate für die Rolle von Chk1 in B-
Zelllymphomen 
Die potenzielle Funktion von Chk1 in der Herabsetzung der AID-induzierten DNA-
Schäden durch Aktivierung der homologen Rekombinationsreparatur impliziert, dass 
Chk1 für das Überleben von B-Lymphomzelllinien mit hoher Ig-Diversifizierungsaktivität 
benötigt wird. Dies wird insbesondere in Anbetracht der Studie von Hasham und 
Kollegen ersichtlich, die eine direkte Korrelation zwischen einem Defekt in der 
homologen Rekombinationsreparatur und der zellulären Toxizität von den durch AID 
hervorgerufenen DNA-Doppelstrangbrüchen zeigt179,180. Es ist somit durchaus möglich, 
dass sich der Chk1-Locus erst in der DT40Cre1-Zelllinie amplifiziert hat, um die 
schädlichen Nebenwirkungen der AID-abhängigen Ig-Diversifizierung zu 
kompensieren. 
Ein weiterer Hinweis dafür, dass Chk1 bei hoher AID-Aktivität für das Überleben von 
B-Lymphomzelllinien benötigt wird, ist die unterschiedliche Chk1-Targeting-Effizienz in 
der DT40ΨV-- und DT40Cre1-Zellllinie. Hierbei wurde in der DT40ΨV--Zelllinie, in der 
AID überexprimiert wird, bei Knockout des 3. Chk1-Allels eine nur 1,2 %-ige Targeting-
Effizienz nachgewiesen, während das 3. Chk1-Allel in der DT40Cre1-Zelllinie mit 
endogener AID-Expression mit einer fast 20-fach höheren Effizienz mutiert werden 
konnte (Tabelle 2.1). Um dies jedoch gezielt auf die unterschiedlichen AID-
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Expressionslevel zurückführen zu können, ist die vergleichende Analyse der Chk1-
Targeting-Effizienzen in AID+/+ und AID-/- DT40-Zelllinien erforderlich. 
Interessant ist in dieser Hinsicht auch, dass Chk1 vor allem in B-Zelllymphomen mit    
c-Myc-Überexpression für das Überleben benötigt wird345. Unter Einbeziehung der 
Studie von Scheller et al., die eine Erhöhung der AID-Expression und eine konstitutive 
somatische Hypermutation bei c-Myc-Überexpression zeigt269, wäre es denkbar, dass 
Chk1 zur Beseitigung der durch c-Myc erhöhten Anzahl an AID-induzierten DNA-
Schäden beiträgt. 
Darüber hinaus könnte die Funktion von Chk1 in der Begrenzung der AID-induzierten 
DNA-Schäden die aberrante somatische Hypermutation in diffus großzelligen 
B-Zelllymphomen mit hoher Bcl6-Expression erklären388. Es wäre möglich, dass Chk1 
vor allem in diesen B-Zelllymphomtypen aufgrund der Repression durch Bcl6 gering 
exprimiert wird237 und so eine erhöhte, durch AID hervorgerufene genetische 
Instabilität erzeugt wird. 
 
Chk1 könnte somit durch Einschränkung der somatischen Hypermutation zur 
Aufrechterhaltung der genetischen Stabilität in B-Zellen beitragen und die Entstehung 
von B-Zelllymphomen verhindern. Die gewonnenen Erkenntnisse dieser Dissertation 
bilden somit die Grundlage, um die Funktion von Chk1 in der 
B-Zelllymphomentstehung aufklären zu können. 
3.9 Ausblick 
Die Funktion von Chk1 in der negativen Regulation der somatischen Hypermutation 
wurde bisher nur in vitro nachgewiesen. Es wäre hoch interessant, diese neu 
entdeckte Chk1-Funktion in vivo näher zu charakterisieren. Da die Chk1-Inaktivierung 
eine embryonale Letalität nach sich zieht197 und die konditionelle Inaktivierung mit der 
Proliferation interferieren kann301, bietet sich die Analyse einer partiellen, konditionellen 
Chk1-Inaktivierung in Mäusen an. Ein Phänotyp ist trotz noch vorhandener Chk1-
Expression zu erwarten, da sowohl in der vorliegenden als auch in anderen Studien 
bereits ein eindeutiger Gen-Dosis-Effekt der Chk1-Inaktivierung beobachtet 
wurde197,300,301,389.  
Die in vivo-Studien würden die Möglichkeit eröffnen, den Einfluss der Chk1-Depletion 
auf die AID-induzierte genetische Instabilität zu untersuchen. So könnte z.B. die 
Auswirkung der geringen Chk1-Expression auf die AID-abhängige Mutagenese von 
Nicht-Ig-Genen bestimmt werden159,179. In XRCC2-/--Mäusen wurde bereits ein erhöhtes 
Vorkommen von AID-induzierten Doppelstrangbrüchen in Nicht-Ig-Genen 
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nachgewiesen179. Wenn dies bei einer Chk1-Depletion in vivo ebenfalls gezeigt werden 
könnte, wäre dies ein Hinweis, dass Chk1 auch in B-Zelllymphomen als 
haploinsuffizienter Tumorsuppressor fungieren kann300. 
Es stellt sich darüber hinaus die Frage, ob die Checkpoint-Kinase 2, die zahlreiche, zu 
Chk1 redundante Funktionen aufweist390, ebenfalls an der Einschränkung der 
somatischen Hypermutation beteiligt ist. Chk2 ist allerdings auch in Reparaturwege, 
wie die Basenexzisionreparatur, involviert382, an denen Chk1 nicht beteiligt zu sein 
scheint. Es ist somit durchaus möglich, dass Chk2 eine Rolle in der Regulation der 
somatischen Hypermutation übernimmt, die sich von der Funktion von Chk1 
unterscheidet. Es wäre deshalb überaus spannend, die potenziellen 
Wechselwirkungen der beiden Checkpoint-Kinasen während der 
Keimzentrumsreaktion aufzuklären. 
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4 ANHANG 
	  
Abbildung 4.1: Auswertung der Sequenzen des λ-Locus der leichten Ig-Kette mit ausschließlich 
einmal vorkommenden Mutationen (DT40ΨV--Zelllinie) 
A. und B. Für diese Auswertung wurden in einem Subklon öfters vorkommende, miteinander identische 
Mutationen nur einmal gewertet unter der Annahme, dass diese auf eine klonale Abstammung 
zurückzuführen sind. 
A. Mutationsmuster des λ-Locus der leichten Ig-Kette. Die Zahlen in den Tabellen geben die absolute 
Anzahl (obere Tabellen) und den prozentualen Anteil (untere Tabellen) der Mutationsarten an. Die 
Signifikanzwerte wurden unter Anwendung des Χ2-Tests ermittelt. * p < 0,05; ** p < 0,01. 
B. Darstellung der relativen Häufigkeiten der unterschiedlichen Mutationsarten normalisiert auf Chk1+/+/+/+. 
Die Signifikanzwerte (p) wurden unter Anwendung des Χ2-Tests ermittelt. 
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Tabelle 4.1: Lokalisation der Mutationen im IgLλ-Locus 
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Tabelle 4.2: Mutationsfrequenzen im IgLλ-Locus der DT40Cre1-Zelllinien
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Abbildung 4.2: Messung der somatischen Hypermutation in DT40ΨV--Zelllinien nach Transfektion 
mit einem NES-deletierten AID-GFP-Transgen mit zusätzlicher Mutation an Serin 38 
Die experimentelle Vorgehensweise ist schematisch in Abbildung 2.12 A dargestellt. AID-negative 
DT40ΨV--Zelllinien wurden mit einem NES-deletierten AID-GFP-Transgen mit zusätzlicher Mutation an 
Serin 38 (AID-ΔNES-S38A-GFP) transfiziert. Die Analyse der somatischen Hypermutationsrate erfolgte mit 
einer durchflusszytometrischen Messung der Oberflächen-IgM-Expression (linkes Diagramm), während 
die Bestimmung des AID-Proteinlevels mit durchflusszytometrischer Messung der GFP-
Fluoreszenzintensität erfolgte (rechtes Diagramm). Die Signifikanzwerte (p) wurden unter Anwendung des 
zweiseitigen Student’s-t-Tests ermittelt. n = 2. 
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5 MATERIAL UND METHODEN 
5.1 MATERIAL 
5.1.1 Geräte 
Tabelle 5.1: Geräte 
Geräte Modell  Bezugsquelle 
Agarose-Gelelektrophorese-
Apparatur Subcell GT Bio-Rad Laboratories 
Bestrahlungsanlage Gammacell 40 MDS Nordion 
CO2-Inkubator CB210 Binder 
Durchflusszytometer FACSCalibur™ Flow 
Cytometer 
BD Biosciences 
Elektroporator Gene Pulser® II Bio-Rad Laboratories  
Feinwaage  Sartorius 
Heizblock HBT130 HLC 
37°C-Inkubationsschrank B6030 Heraeus Instruments 
Light Cycler Light Cycler 2.0 Roche Diagnostics 
Magnetrührer MR3002 Heidolph 
Mikroskop TMS Nikon 
Polyacrylamid-
Gelelektrophorese Apparatur Mighty Small II Hoefer 
PCR-Maschine PTC100-96 VHB 
Photometer BioPhotometer Eppendorf 
pH-Meter 763 Multi Calimolic Knick 
Pipetten Pipetman ClassicTM Gilson 
Röntgenfilm-
entwicklermaschine 
TYPON Optimax Protec 
Schüttler Thermomixer Compact Eppendorf	  
Spannungsquelle Power Pac 3000 Bio-Rad Laboratories 
Tisch-Kühlzentrifuge 5417R Eppendorf	  
Umluft-Sterilbank UVF Heraeus Instruments 
UV-Stratalinker 1800 Lab Vista 
UV-Transilluminator Transilluminator TL33 HEROLAB GmbH 
Western-Blot-Apparatur Blot-Tank, Mighty Small Hoefer 
Zählkammer Neubauer improved Marienfeld 
Zellsortierer FACSAriaTM III BD Biosciences 
Zentrifuge Varifuge2.0RS Heraeus Instruments 
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5.1.2 Chemikalien, Inhibitoren und Enzyme 
Tabelle 5.2: Chemikalien 
Chemikalien Bezugsquelle Chemikalien Bezugsquelle 
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Hühnerserum Sigma-Aldrich 
Acrylamid Roth Isopropanol Merck 
Ampicillin Roche Diagnostics LE-Agarose Biozym Scientific 
APS Merck Methanol Merck 
Blastizidin S HCl MobiTec GmbH Methylmethansulfonat Sigma-Aldrich 
Bromphenolblau Merck Methylzellulose Sigma-Aldrich 
BSA ICN Biomedicals Mycophenolsäure Sigma-Aldrich 
Cisplatin Ribosepharm Natriumchlorid Merck 
Complete E Roche Diagnostics Penicillin/Streptom. Gibco BRL 
D-MEM/F12 Invitrogen PhosStop Roche Diagnostics 
DEPC Sigma-Aldrich Ponceau S Sigma-Aldrich 
DMSO Merck Propidiumiodid Sigma-Aldrich 
dNTPs MBI Fermentas Puromyzin Sigma-Aldrich 
DTT Diagnostic chemicals RPMI-1640 Gibco BRL 
ECL GE Healthcare SDS Merck 
EDTA Merck Sodium Pyruvat Gibco BRL 
EGTA MP Biomedicals Super ECL GE Healthcare 
Ethanol Merck TCS 2312	   TOCRIS	  
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Tris Sigma-Aldrich 
FKS PAA Laboratories UCN-01	   Sigma-Aldrich	  
5.1.2.1 DNA-schädigende Substanzen 
5.1.2.1.1 Cisplatin  
Cisplatin (cis-Diamin(dichloro)platin; Ribosepharm) wird als Chemotherapeutikum in 
der Krebsbehandlung eingesetzt391. Das Platin-Atom des Cisplatins verbindet sich mit 
der N7-Position von Purin-Basen und führt dadurch zur Bildung von 1,2- oder 1,3-
Intrastrang- und Interstrang-DNA-Quervernetzungen318. Die Toxizität der DNA-
Quervernetzungen ist auf deren Eigenschaft zurückzuführen, Transkriptions- und 
Replikationsblockaden auszulösen, die Einzel- und Doppelstrangbrüche zur Folge 
haben319. An der Beseitigung der ICLs sind Reparaturwege wie der Fanconi-Anämie-
Signalweg, die Nukleotidexzisionsreparatur, die homologe Rekombinationsreparatur 
und die Transläsionssynthese beteiligt319. 
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5.1.2.1.2 MMS 
Methylierende Agenzien werden ebenfalls als Chemotherapeutikum eingesetzt392. Bei 
MMS (Methylmethansulfonat; Sigma-Aldrich) handelt es sich um ein methylierendes 
Agens des SN2-Typs, das DNA hauptsächlich an Stickstoffatomen modifiziert, die sich 
in einer Ringstruktur befinden320. So führt MMS zu 84 % zur Erzeugung von N7-
Methylguanin, gefolgt von N3-Methyladenin (8,5 %), N3-Methylguanin (1,2 %) und O6-
Methylguanin (0,3 %)320,393. N7-Methylguanin ist toxisch, da es eine Depurinierung 
auslöst und so zur Entstehung von Mutationen führen kann394. Die Reparatur dieser 
DNA-Addukte erfolgt zum größten Teil durch Basenexzisionsreparatur322. MMS kann 
aber auch zur Entstehung von replikationsabhängigen Doppelstrangbrüchen führen, 
die durch die homologe Rekombinationsreparatur beseitigt werden321. 
5.1.2.2 Inhibitoren 
5.1.2.2.1 UCN-01 (Chk1-Inhibitor) 
Das Staurosporin-Derivat UCN-01 (7-Hydroxystaurosporin; U6508, Sigma-Aldrich) 
setzt den G2/M-Zellzyklusarrest außer Kraft und induziert in p53-defizienten 
Tumorzellen Apoptose282,395. Es wurde nachgewiesen, dass dieser Effekt z.T. auf die 
Hemmung der Checkpoint-Kinase 1 zurückzuführen ist273,396,397. Im Vergleich zu Chk2 
weist UCN-01 eine 100-fach höhere Sensitivität gegen Chk1 auf und wurde folglich in 
vielen Studien als spezifischer Chk1-Inhibitor eingesetzt186,203,397,398. Es gibt jedoch 
Hinweise, die eine selektive Chk1-Hemmung in Frage stellen275,276,396. Beispielweise 
wurde gezeigt, dass UCN-01 neben Chk1 auch weitere Kinasen wie PDK1275 und 
MK2276 hemmt. Darüber hinaus kann UCN-01 eine Erhöhung der p21- und p27kip1-
Expression399,400 und eine Hemmung der Bcl-xL-Expression hervorrufen283. 
UCN-01 erhöht die Zytotoxizität zahlreicher Chemotherapeutika und der 
Strahlentherapie401-403. Die Wirksamkeit von UCN-01 als Anti-Tumoragens wird zur Zeit 
in klinischen Studien untersucht404. 
5.1.2.2.2 TCS 2312 (Chk1-Inhibitor) 
TCS 2312 (4'-[5-[[3-[(Cyclopropylamino)methyl]phenyl]amino]-1H-pyrazol-3-yl]-[1,1'-
biphenyl]-2,4-dioldihydrochlorid; TOC-3038) ist ein Indazol-Derivat, dessen 
Wirksamkeit hinsichtlich der Chk1-Inhibition synthetisch optimiert wurde274. TCS 2312 
hemmt Chk1, in dem es sich über Wasserstoffbrückenbindungen an die ATP-
Bindetasche von Chk1 anheftet274. TCS 2312 wurde bereits in mehreren Studien als 
selektiver Chk1-Inhibitor eingesetzt277,405.  
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5.1.2.3 Enzyme 
Tabelle 5.3: Enzyme 
Enzyme Bezugsquelle 
AMV-Reverse-Transkriptase Roche Diagnostics 
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase New England Biolabs 
Expand Long Template-Polymerase Roche Diagnostics 
High Fidelity-Polymerase Roche Diagnostics 
Phusion-Polymerase New England Biolabs 
Proteinase K MBI Fermentas 
Restriktionsenzyme MBI Fermentas und New England Biolabs 
T4-DNA-Ligase New England Biolabs 
5.1.3 Kits 
Tabelle 5.4: Kits 
Bezugsquelle Produkt Anwendung 
Bio-Rad Laboratories DC Protein Assay Proteinquantifizierung 
GE Healthcare ECL Western Blotting System 
RPN2106 
Western-Blot Detektion 
Genomed Jet Star 2.0 Plasmid 
Purification Kit 
Plasmid-Isolierung 
Invitrogen pGEMT Cloning Kit pGEMT-Klonierung 
Peqlab peqGOLD TriFastTM RNA-Isolation 
QIAGEN Qiagen Gel Extraction Kit Gelextraktion 
Qiagen PCR Purification Kit Reinigung von PCR-
Fragmenten 
RNeasy Kit RNA-Isolation 
Roche Diagnostics 1st strand cDNA synthesis Kit cDNA-Synthese 
FastStart DNA Master SYBR 






Gene RulerTM DNA-Ladder-Mix (MBI Fermentas) 
Protein-Größenstandard 
Bench MarkTM Pre-stained Protein Ladder (Invitrogen) 
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5.1.5 Antikörper 







α-Chk1 Santa Cruz 
(sc-8408) 
Maus 1:1000  
(1:10000) 
5 % Milchpulver/ 
TBS-Tween 












5 % Milchpulver/ 
TBS-Tween 




5 % Milchpulver/ 
TBS-Tween 
* = Die Antikörper wurden in geringeren, in Klammern angegebenen Konzentrationen 
eingesetzt, falls über Nacht bei 80 mA geblottet wurde 
 
 







α-Huhn-IgM-FITC Bethyl                    
(A130-102F) 
1:40 PBS/FKS(0,5 %) 
α-Huhn-IgM-PE Southern Biotech     
(8310-09) 
1:40 PBS/FKS(0,5 %) 
α-CD95-PE BD Biosciences 
(554258) 
1:200 PBS/BSA(0,5 %) 
α-B220-FITC BD Biosciences 
(553087) 
1:200 PBS/BSA(0,5 %) 
α-B220-PE BD Biosciences 
(553090) 
1:200 PBS/BSA(0,5 %) 
α-B220-APC BD Biosciences 
(553092) 
1:200 PBS/BSA(0,5 %) 
α-PNA-FITC BD Biosciences 
(FL-1071) 
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5.1.6 Oligonukleotide 
Sämtliche aufgeführte Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon 
bezogen. 
 











GAPDH_Fw TCG TCC CGT AGA CAA AAT G Anlagerung: 60 °C  
375 bp GAPDH_Rev GAG ATG ATG ACC CTT TTG G Elongation: 15 sec 
Bcl-2_Fw CCC TGT GGA TGA CTG AGT ACC Anlagerung: 60 °C  
125 bp Bcl-2_Rev CAG CCA GGA GAA ATC AAA CAG Elongation: 6 sec 
Chk1_Fw CCA ACT CAT GGC AGG GGT GGT TT Anlagerung: 60 °C  
298 bp Chk1_Rev GGG CTG GTC CCA CGG CAA TT Elongation: 12 sec 
AID_Fw CAA CAG CAC TGA AGC AGC CTT GC Anlagerung: 63 °C  
260 bp AID_Rev TCC ACG TGG CAG CCA GAC TTG TTG Elongation: 12 sec 
Bcl6_Fw CAG GTT TGT TCA GGT GGC CCA C Anlagerung: 63 °C  
259 bp Bcl6_Rev GGC CGA CAC GCG GTA TTG CA Elongation: 12 sec 
P53_Fw CAG CCA AGT CTG TTA TGT GC Anlagerung: 60 °C  
143 bp P53_Rev CTT CTT GTA GAT GGC CAT GG Elongation: 6 sec 
 
 
Tabelle 5.8: Oligonukleotide für die Amplifikation der homologen Arme des Chk1-Targeting-Vektors 
Bezeichnung des 
Oligonukleotids 
Für die Amplifikation des: Sequenz 5’ à  3’ 
LA_A homologen 3’ Arms GACCTGGTGCAGACCCTG 
LA_D homologen 3’ Arms GGGCTCCGCACGGAACTCGGG 
RA_L homologen 5’ Arms CACCATCCCCGACATCAAGAAG 
RA_P homologen 5’ Arms CACCTTCTGGGTGCTGACCA 
 
 
Tabelle 5.9: Oligonukleotide für die Sequenzierung des Chk1-Targeting-Vektors/Chk1-Locus 
Bezeichnung des 
Oligonukleotids 
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Bindestelle (Gen) Sequenz 5’ à  3’ 
RA_GI1 (#1) 5’ außerhalb des homologen 
5’ Arms (Chk1) 
CCACGCTTTATTGAACCCATA 
UGI1 Im homologen 5’ Arm (Chk1) CACCTTGAAGATCAGCTTGTTG 
LA_GI1 (#8) 3’ außerhalb des homologen 
3’ Arms (Chk1) 
GTGCCCTTCGTGGAGGACT 
Fw_Seq1 (#4) Im homologen 5’ Arm (Chk1) TGTGGCACACTGCCCTAC 
RA_Ori (#5) Im homologen 3’ Arm (Chk1) GACTCGGTGACACCACCTG 
Bs1 (#3) Im Blastizidin-Resistenzgen CGATTGAAGAACTCATTCCACTCAAATAT
ATACCC 
Pu4 (#6) Im Puromyzin-Resistenzgen CAGCGCCCGACCGAAAGGAGCGCA 
GPT (#2) Im GPT-Gen TCGTATTCGTCCCGCCAATCTCCGGTCG
CT 
Bleo3 Im Bleomyzin-Resistenzgen GTCGTGTCCACGAACTTCC 
Bleo4 Im Bleomyzin-Resistenzgen ACGACGTGACCCTGTTCATC 
CAG1 (#7) Im ß-Aktin-Promotor ATGGGGAGAGTGAAGCAGAA 
 




Bindestelle (Gen) Sequenz 5’ à  3’ Produkt- 
größe 
SB_LA_Fw1 Im homologen 3’ Arm (Chk1) CAAGATGCTGAACCACGAGA  
521 bp SB_LA_Rv1 Im homologen 3’ Arm (Chk1) CGAAATCGGAGATCTTCAGG 
 
Tabelle 5.12: Oligonukleotide für die Herstellung des Chk1-Rekonstitutionsvektors 
Bezeichnung des 
Oligonukleotids 




hellblau: HindIII-Schnittstelle; dunkelblau: NcoI-Schnittstelle; grün: Start/Stopp-Codon 
orange: Kozak-Sequenz; violett: HA-Tag; rot: Chk1-mRNA-Sequenz 
 







Sequenz 5’ à  3’ 
RH45 RDM1 GGGGCTAGCGCCACCATGGCGGAGGTGTTGGAGTT 
18Rad6 Rad18 GAGGCCGGCTGTCACTCGGGCCGGTC 
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Tabelle 5.14: Oligonukleotide für die Analyse des λ-Locus der leichten Ig-Kette 






Bei dem Vektor, pSHM-SV, handelt es sich um ein GFP-Reportersystem, das für die in 
vitro-Messung der somatischen Hypermutation in humanen B-Lymphomzelllinien 
entwickelt wurde267,268,406. Der Vektor enthält neben dem GFP-Gen mit Stopp-Codon 
noch weitere Elemente, wie das Hygromyzin-Resistenzgen, für die Selektion auf 
plasmidtragende Zellen. Der Promotor des Resistenzgens wurde von unserer 
Arbeitsgruppe gegen den stärkeren Simian Virus (SV)-40-Promotor ausgetauscht269. 
Diese Veränderung erhöhte den Lebendanteil der Zellen während der Selektion 
erheblich406. Darüber hinaus enthält der Vektor zur Erhaltung und episomalen 
Replikation die EBV-Elemente OriP und EBNA1. 
5.1.7.2 pAK6 
Der pAK6-Vektor ist mit dem pSHM-SV Vektor identisch, jedoch mit der Ausnahme, 
dass in dem GFP-Gen kein Stopp-Codon enthalten ist268,269. Der Vektor diente als 
Kontrolle für die Transfektions- und Selektionseffizienz. 
5.1.7.3 Chk1-Targeting-Vektoren 
Die Chk1-Targeting-Vektoren wurden freundlicherweise von Zachos und Kollegen zur 
Verfügung gestellt303. Um eine höhere Flexibilität zu gewährleisten, wurden die 
Resistenzkassetten durch BamHI-Spaltung mit loxP-flankierten Resistenzkassetten 
aus den entsprechenden plox-Vektoren313 ausgetauscht. Folgende, hier eingesetzte 
Chk1-Targeting-Vektoren wurden auf diese Weise generiert: 
(1) mit Puromyzin-Resistenzkassette in 3’-5’-Orientierung (SP156-60) 
(2) mit Blastizidin-Resistenzkassette in 3’-5’-Orientierung (SP156-29) 
(3) mit GPT-Expressionskassette in 3’-5’-Orientierung (SP156-41) 
(4) mit GPT-Expressionskassette in 5’-3’ Orientierung (SP156-40) 
(5) mit Bleomyzin-Resistenzkassette in 3’-5’-Orientierung (SP259-3) 
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(Anmerkung: In der 3’-5’-Orientierung befindet sich der Promotor der 
Resistenzkassette in der entgegengesetzten Richtung zum Chk1-Gen.) 
5.1.7.4 Chk1-Rekonstitutionsvektor 
Der Chk1-Rekonstitutionsvektor (SP209-23) wurde mit dem von Arakawa et al. 
entwickelten pExpress/plox-System313 hergestellt. Hierfür wurde die kodierende Region 
der Chk1-mRNA mit der Phusion-Polymerase aus DT40 cDNA amplifiziert. Es wurden 
Primer verwendet (Tabelle 5.11), die eine Kozak-Sequenz enthielten und Chk1 am C-
Terminus mit einem HA-Tag modifizierten. Darüber hinaus wiesen sie eine HindIII- und 
eine NcoI-Schnittstelle für die Integration in die multiple Klonierungsstelle des 
pExpress-Vektors auf. Die Klonierung in den pExpress-Vektor setzt die integrierte 
cDNA unter die Kontrolle eines ß-Aktin-Promotors und eines SV40-PolyA-Signals. Die 
so hergestellte Expressionskassette wurde mit einer SpeI-Spaltung aus dem pExpress-
Vektor herausgeschnitten und in den mit NheI linearisierten ploxGPT-Vektor eingefügt. 
Der auf diese Weise hergestellte Chk1-Rekonstitutionsvektor enthält somit zusätzlich 
eine GPT-Expressionskassette, auf deren genomische Integration die Zellen selektiert 
werden können. Darüber hinaus sind die GPT- und die Chk1-Expressionskassette 
gemeinsam von loxP-Stellen flankiert. 
5.1.7.5 AID-Rekonstitutionsvektoren 
Die hier verwendeten AID-Rekonstitutionsvektoren (AID-Wildtyp-GFP, AID-ΔNES-
GFP, AID-ΔNES-S38A-GFP) wurden von J. Jeschke im Rahmen ihrer Doktorarbeit 
hergestellt324. Als Ausgangsvektor wurde das pCAGGs-Expressionsplasmid 
verwendet, in dem die Promotorelemente Cytomegalovirus immediate early (CMV IE)-
Enhancer und der Chicken ß-actin (CAG)-Promotor kombiniert vorliegen, um eine hohe 
Expression des Transgens zu gewährleisten. Das AID-Transgen wurde mit einem HA-
Tag am N-Terminus und mit GFP am C-Terminus modifiziert. 
5.1.7.6 RDM1-Targeting-Vektor 
Der RDM1-Targeting-Vektor, der für die Selektion ein Blastizidin-Resistenzgen enthält, 
wurde für die Bestimmung der Targeting-Effizienz in Chk1-depletierten DT40-Zellen 
verwendet. Der Vektor wurde von H. Arakawa generiert und uns freundlicherweise zur 
Verfügung gestellt332. 
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5.1.7.7 Rad18-Targeting-Vektor 
Der Rad18-Targeting-Vektor, der für die Selektion ein Blastizidin-Resistenzgen enthält, 
wurde ebenfalls für die Bestimmung der Targeting-Effizienz in Chk1-depletierten DT40-
Zellen verwendet. Der Vektor wurde von B. Jungnickel generiert168. 
5.1.8 Bakterien 
Für die Herstellung kompetenter Bakterien wurde der E. coli-Stamm DH5α benutzt. 
Genotyp: F-, ΦdlacZ Δ M15, endA1, recA1, hsdR17 (rk-, mk-), supE44, Thi-1,gyrA96, 
relA1, Δ(lacZYA-argF) U169, λ- 
5.1.9 Zelllinien 
5.1.9.1 Raji-Zelllinie 
Die Raji-Zelllinie ist eine humane, EBV-transformierte Burkitt-Lymphomzelllinie, die aus 
einem nigerianischen Patienten vor 50 Jahren isoliert wurde271,407. Die Zelllinie enthält 
die für Burkitt-Lymphome charakteristische IgH/c-Myc-Translokation (t(8;14) 
(q24;q32))408. Darüber hinaus weist die Zelllinie in beiden p53-Allelen Mutationen auf, 
von denen eine als p53-inaktivierend beschrieben wurde284-286. Die p53-Defizienz 
wurde außerdem von K. Braunschmidt mit Hilfe funktioneller Analysen bestätigt270. Die 
Raji-Zelllinie ist zudem durch eine konstitutive Hypermutationsaktivität 
charakterisiert272.  
5.1.9.2 DT40-Zelllinie 
Die DT40-Zelllinie ist eine ALV-induzierte Hühner-B-Lymphomzelllinie305,307. Wie in 
70-90 % dieser klonalen Neoplasmen integrierte sich der AL-Virus in der DT40-Zelllinie 
in der Nähe des c-Myc-Proto-Onkogens306,307. Die Promotorelemente des viralen 
3’ LTRs führen zu einer deregulierten c-Myc-Expression308. Diese genetische 
Modifikation hat vermutlich eine kontinuierliche Proliferation und eine stetige 
Immunglobulin-Diversifizierung des rearrangierten IgL-Gens in vitro zur Folge309-311. Die 
DT40-Zelllinie ist auf den Hühner-SC-Stamm zurückzuführen, bei dem es sich um eine 
F1-Kreuzung zwischen zwei durch Inzucht erzeugten Stämmen, G4 und S3, handelt83. 
Dieser zelluläre Hintergrund ermöglicht die Unterscheidung der beiden parentalen IgL-
Allele anhand von Polymorphismen75. 
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Der Karyotyp der DT40-Zelllinie wurde als stabil beschrieben und ist durch eine 
Trisomie des Chromosoms 2 und eine Trisomie des Mikrochromosoms 24 
gekennzeichnet315. Es gibt jedoch Hinweise, die eine höhere genetische Instabilität 
dieser Zelllinie implizieren316,317,409. Der p53-Status der Zelllinie wird ebenfalls 
kontrovers diskutiert334,359-361. 
Ein weiteres Charakteristikum dieser Zelllinie ist die hohe Rate der gezielten 
Integration eines Knockout-Konstrukts, die mit bis zu 80 % um mehrere 
Größenordnungen über den Targeting-Effizienzen von vielen Säugetierzellen 
liegt314,361. 
5.1.10 Mausstamm 
Es wurden Mäuse des C57BL/6-Stamms (Jackson Laboratories) verwendet. C57BL/6-
Mäuse sind Abkömmlinge des C57BL-Stamms, der von C.C. Little 1920 gezüchtet 
wurde und seitdem weltweit für die Generierung von Knockouts eingesetzt wird410. Die 
Mäuse wurden unter spezifisch-pathogenfreien (specific pathogen free, SPF) 
Bedingungen gehalten. Für Analysen wurden Tiere im Alter von 8 bis 12 Wochen 
verwendet. 
5.1.11 Datenverarbeitung 
Tabelle 5.15: Datenverarbeitung 
 
Software Anwendung 
4Peaks 1.7.2 Analyse von DNA-Sequenzen 
Adobe Photoshop CS5 Bildverarbeitung 
Adobe Illustrator CS5 Vektorzeichenprogramm 
BD FACSDiva Software Datenaquisition und -auswertung von 
Zellsortierungen 
Bookends 11.3.5, SonnySoftware Bibliographie 
Cell Quest Becton Dickinson FACS-Datenakquisition und -auswertung 
FlowJo, Tree Star Inc. FACS-Datenakquisition und -auswertung 
Geneious Pro 5.5.8, Biomatters Ltd. Analyse von DNA- und Proteinsequenzen 
Microsoft Excel Tabellenkalkulation 
Microsoft Word Textverarbeitung 




Mutationsanalyse von Ig-Sequenzen 
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5.2 METHODEN 
5.2.1 Zellkultur 
Die Zellkulturarbeiten wurden in einer Umluft-Sterilbank (Heraeus Christ Instruments) 
mit sterilen Glas- oder Plastikpipetten durchgeführt. Die DT40-Zelllinie wurde in einem 
Inkubator (Binder) bei 41 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die 
Kultivierung der Raji-Zelllinie erfolgte in einem Inkubator (Binder) bei 37 °C, 5 % CO2 
und 95 % Luftfeuchtigkeit. Die Zentrifugation der Zelllinien fand, wenn nicht anders 
angegeben, bei 4 °C und 1200 rpm (ca. 200xg) für 5 min in einer Varifuge (Heraeus 
Instruments) statt. 
Die DT40-Zellen wurden 3-mal pro Woche grob auf eine optimale Zelldichte von 
<1x105 Zellen/ml eingestellt. Am Tag vor Durchführung eines Experiments wurde die 
Zelldichte bestimmt und diese exakt auf 3x105 Zellen/ml abgestimmt. Bei der Raji-
Zelllinie wurde die Zelldichte ebenfalls alle 2-3 Tage eingestellt, allerdings aufgrund 
einer langsameren Teilungsrate auf 3-5x105 Zellen/ml. 
 
Zellkulturmedium  
500 ml RPMI 1640 Medium (Gibco BRL) 
10 % FKS (Biochrom KG) 
100 µg/µl Penicillin/Streptomycin (100x) (Gibco BRL) 
2 mM Glutamin (200 mM) (Gibco BRL) 
1 mM Natriumpyruvat (100 mM) (Gibco BRL) 
 
Zur Kultivierung der DT40-Zellen erfolgte zusätzlich die Zugabe von: 
1 % Hühnerserum (Sigma-Aldrich) 
0,1 µM 2-Mercaptoethanol (1 M) (Sigma-Aldrich) 
 
5.2.1.1 Bestimmung der Zelldichte  
Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte unter Zuhilfenahme einer Neubauer-
Zählkammer. Diese besteht aus einer Glasplatte, in deren Mitte sich 4x16 
Kleinquadrate befinden, die als Hilfestellung zum Auszählen der Zellen dienen. Es 
wurden 2 bzw. 4 Eckquadrate ausgezählt und der erhaltene Wert durch 2 bzw. 4 
geteilt, um einen Mittelwert pro Großquadrat zu erhalten. Dieser Wert wurde mit 10000 
multipliziert um die Zellzahl/ml zu erhalten.  
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5.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Einfrieren der Zelllinien 
Zur Aufbewahrung der Zellen wurden 3-5x107 der DT40-Zelllinien bzw. 1x107 der Raji-
Zelllinien zentrifugiert und anschließend das Zellpellet in 1 ml Einfriermedium 
resuspendiert und in Einfrier-Gefäße (NUNC, Cryotube) überführt. Die Lagerung 
erfolgte bei -80 °C für kurze Zeiträume (2 Monate) sowie für eine längere Zeitperiode 
(6 Monate und länger) in flüssigem Stickstoff. 
Einfriermedium: 10 % DMSO (Dimethylsulfoxid; Merck)/FKS (PAA Laboratories) 
Auftauen der Zelllinien 
Die Zellen wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und rasch in 10 ml Zellkulturmedium 
überführt. Nach einem Zentrifugationsschritt wurde der Überstand vollständig entfernt 
und das Zellpellet abhängig von der Zellzahl in 10-20 ml Medium aufgenommen und in 
eine Zellkulturflasche transferiert. Im Anschluss wurden die Kulturflaschen bei 37 °C 
bzw. 41 °C, 5 % CO2 inkubiert. 
5.2.1.3 Transfektion von Zelllinien 
5.2.1.3.1 Transfektion der Raji-Zelllinie 
Für die Transfektion der Raji-Zelllinie wurden 2x107 Zellen verwendet und diese mit 
PBS gewaschen (5 min, 1200 rpm). Die Zellen wurden in 400 µl PBS aufgenommen 
und in vorgekühlte Küvetten mit 0,4 cm Elektrodenabstand transferiert. Danach erfolgte 
die Zugabe von 20 µg Plasmid-DNA und eine 15-minütige Inkubation auf Eis. Die 
Transfektion wurde mittels Elektroporation (Gene Pulser II, Bio-Rad Laboratories) bei 
850 µF und 250 V durchgeführt. Anschließend wurden die transfizierten Zellen in 10 ml 
Kulturmedium überführt. 
5.2.1.3.2 Transfektion der DT40-Zelllinie 
Um eine stabile Integration der DNA in das Genom von DT40-Zellen zu gewährleisten, 
wurde die zu transfizierende Plasmid-DNA am Vortag des Experiments linearisiert. 
Hierfür wurden 50 µg der Plasmid-DNA mit 50 U des entsprechenden 
Restriktionsenzyms (z.B. NotI) für bis zu 2 Stunden gespalten. Anschließend wurde die 
Plasmid-DNA mit 100 % EtOH bei -20 °C über Nacht gefällt. Nach 20-minütiger 
Zentrifugation bei 15000 rpm wurde der Überstand verworfen und 200 µl 70 % EtOH 
hinzugegeben. Nach 10-minütiger Zentrifugation bei 15000 rpm wurde der Überstand 
vollständig entfernt und die Plasmid-DNA für 30 min unter der Sterilbank getrocknet. 
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Für die nachfolgende Transfektion wurde die Plasmid-DNA in 300 µl sterilem PBS 
aufgenommen und in vorgekühlte Küvetten transferiert. 1x107 Zellen wurden 
zentrifugiert, in 500 µl PBS aufgenommen und mit der Plasmid-DNA vermischt. 
Zur Anlagerung der DNA an die Zellmembran wurde die DNA-Zell-Suspension 
10-15 min auf Eis gekühlt. Mit einem elektrischen Puls von 800 V und 50 µF wurde die 
DNA in die Zellen eingebracht (Gene Pulser II, Bio-Rad Laboratories). Anschließend 
wurden sie in 10 ml Zellkulturmedium aufgenommen und jeweils 100 µl pro Vertiefung 
in eine 96-Loch-Platte zur Generierung von Einzelzellklonen übertragen. Etwa 24 
Stunden später wurden die Zellen mit den Selektionssubstanzen behandelt, indem 
diese in doppelter Konzentration in 100 µl Medium pro Vertiefung hinzugefügt wurden 
(Tabelle 5.16). Falls die Zellen von vorhergehenden Transfektionen bereits 
Selektionsresistenzen enthielten, wurden die entsprechenden Selektionsreagenzien 
ebenfalls hinzugefügt.  
Bei Transfektion mit einem Vektor, der ein Bleomyzin-Resistenzgen enthielt, wurde die 
Zellsuspension direkt nach der Elektroporation in 20 ml Kulturmedium aufgenommen. 
Am nächsten Tag wurde das Volumen auf 85 ml erhöht, Bleomyzin hinzugegeben und 
jeweils 200 µl der Zellsuspension pro Vertiefung in 96-Loch-Platten überführt.  
Nach einer 7- bis 14-tägigen Inkubationsdauer bei 41 °C und 5 % CO2, abhängig von 
der entsprechenden Selektionssubstanz, wurden die 96-Loch-Platten auf die 
Anwesenheit von Kolonien untersucht. Nachdem mikroskopisch sichergestellt wurde, 
dass es sich um eine einzige Kolonie pro Vertiefung handelte, wurde der Inhalt der 
entsprechenden Vertiefung zuerst in eine 24-Loch-Platte mit der entsprechenden 
Selektionssubstanz und anschließend nach 2-5 Tagen in eine Zellkulturflasche 
überführt. 
 
Tabelle 5.16: Konzentrationen der Selektionsreagenzien 
Selektionsreagenz Bezugsquelle Zelllinie Endkonzentration 
(µg/ml) 
Hygromyzin Invitrogen Raji 200 





(für die Selektion auf das GPT-Gen) 
VWR DT40 30 
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5.2.1.4 Durchflusszytometrische Messung mit dem FACS-Gerät 
Für die durchflusszytometrische Messung wurden etwa 1x105-3x106 Zellen 
abgenommen und diese mit PBS/BSA(0,5 %) oder PBS/FKS(0,5 %) gewaschen. Die 
Antikörperfärbung erfolgte meist auf Eis für 15 min. Die verwendeten  Konzentrationen 
der Antikörper sind in Tabelle 5.6 aufgeführt. Anschließend wurde erneut mit dem 
Verdünnungsreagenz gewaschen und die Zellen in einem der Zellzahl entsprechenden 
Volumen PBS aufgenommen. Die Zelleigenschaften wurden mit einem FACSCaliburTM 
Flow Cytometer (BD Biosciences) bestimmt. Die Analyse der aufgezeichneten Daten 
erfolgte mit der Cell-Quest-Software (BD Biosciences). 
5.2.1.5 Bestimmung der Hypermutationsaktivität in humanen B-
Lymphomzelllinien 
Zur Bestimmung der Hypermutationsaktivität in der Raji-Zelllinie wurden die Zellen mit 
einem GFP-Reportersystem transfiziert (pSHM-SV, Abschnitt 5.1.7.1), das ein GFP-
Gen mit einem Stopp-Codon enthält und durch die somatische Hypermutationsaktivität 
revertiert werden kann268,269. Um die Transfektions- und Selektionseffizienz überprüfen 
zu können, wurde in die Zellen in einer parallelen, aber unabhängigen Transfektion 
dasselbe Reporterkonstrukt eingebracht, das jedoch ein funktionelles GFP-Gen 
aufweist (pAK6, Abschnitt 5.1.7.2). Drei Tage nach der Transfektion wurden die Zellen 
auf das Hygromyzin-Resistenzgen des Vektors selektiert (Invitrogen; 200 µg/ml). In 
Intervallen von 2-3 Tagen wurde der relative Anteil an GFP-positiven Zellen von nach 
Möglichkeit 106 lebenden Zellen mit einer FACS-Analyse bestimmt. Die Vitalität wurde 
hierfür mit einer Propidiumiodid-Färbung (1 µg/ml) untersucht. Nach etwa 12-14 Tagen, 
wenn in der Regel über 80 % der Zellen der Kontrollkultur das funktionelle GFP-Gen 
exprimierten, wurde die mit dem GFP-Reportersystem transfizierte Kultur aufgeteilt und 
mit den Inhibitoren (TCS 2312 (Tocris): 250 nM; UCN-01 (Sigma-Aldrich): 75 nM) bzw. 
mit DMSO (Sigma-Aldrich) als Lösungsmittelkontrolle versetzt. Die Zelldichte wurde 
alle 2-3 Tage durch Zellzählung bestimmt und auf 3x105 Zellen/ml eingestellt. Dabei 
wurde die Konzentration der Inhibitoren bis zum Abschluss des Experiments, 
gewöhnlich bis Tag 30, konstant gehalten. 
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5.2.1.6 Bestimmung der Ig-Diversifizierungsaktivität der DT40-Zelllinie 
5.2.1.6.1 Messung der somatischen Hypermutationsaktivität und Ig-
Genkonversionsaktivität 
Die somatische Hypermutationsaktivität der DT40ΨV--Zelllinien wurde durch 
Bestimmung des Anteils an IgM-negativen Zellen mittels Durchflusszytometrie 
ermittelt77. Hierfür wurden Zelllinien verwendet, die nicht mehr als 10 % IgM-negative 
Zellen aufwiesen. 
Die Ig-Genkonversionsaktivität der DT40Cre1-Zelllinien wurde hingegen durch 
Bestimmung des Anteils an IgM-positiven Zellen mittels Durchflusszytometrie 
ermittelt76. Hierfür wurden Zelllinien verwendet, die keinen höheren Anteil an IgM-
positiven Zellen als 10 % zeigten.  
Falls der Anteil an IgM-negativen bzw. IgM-positiven Zellen die 10 %-Grenze 
überstieg, wurden die IgM-positiven bzw. IgM-negativen Zellen mit der MACS-
Technologie (Miltenyi Biotec) nach Herstellerangaben aufgereinigt. Hierfür wurden die 
Zellen mit einem α-IgM-Antikörper (α-IgM-FITC, Southern Biotech) gefärbt und 
α-FITC-microbeads (Miltenyi Biotec) verwendet. 
Nach der MACS-Separation wurden die Zellen mehrere Tage kultiviert, und erst dann 
wurde das Experiment zur Messung der somatischen Hypermutation oder Ig-
Genkonversion durchgeführt. 
Hierfür wurden die Zellen am Vortag des Experiments auf 3x105 Zellen/ml eingestellt. 
Am darauffolgenden Tag wurden etwa bis zu 3 Zellen in 100 µl pro Vertiefung in eine 
96-Loch-Platte überführt. Nach 7-10-tägiger Inkubation bei 41°C und 5 % CO2 wurden 
30-50 Subklone pro Zelllinie in eine mit 1 ml Medium befüllte Vertiefung einer 24-Loch-
Platte übertragen. Während des gesamten Experiments wurden die Einzelzellklone alle 
2-3 Tage grob auf eine optimale Zelldichte eingestellt.  
Für die Messung der Hypermutationsaktivität bzw. der Ig-Genkonversionsaktivität 
wurden alle kultivierten Subklone unter Verwendung von 96-Loch-Platten mit einem 
α-IgM-Antikörper (α-IgM-PE von Bethyl für DT40ΨV-; α-IgM-FITC von Southern 
Biotech für DT40Cre1) gefärbt (Tabelle 5.6). Hierbei wurde besonders darauf geachtet, 
dass trotz der hohen Probenanzahl identische Färbebedingungen gewährleistet waren. 
Für die IgM-Messung wurden 104 Zellen mit einem FACS-CaliburTM Flow Cytometer 
(BD Biosciences) aufgenommen. Die FACS-Messung erfolgte gewöhnlich 11-13 Tage 
nach der Einzelzellklon-Generierung und zusätzlich 18-21 Tage danach. Die Ig-
Genkonversionsmessung wurde zudem auch am Tag 28 durchgeführt. 
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5.2.1.6.2 Vorbereitung der DT40ΨV--Zelllinien für die Sequenzierung 
Nach Bestimmung der somatischen Hypermutationsaktivität mit Durchflusszytometrie 
wurden je 6 repräsentative Subklone pro Genotyp bis zu 12 Wochen kultiviert. Es 
wurden wöchentlich Proben (ca. 5x106-1x107 Zellen) für die DNA-Präparation sowie die 
Bestimmung des IgM-Status mit einer FACS-Analyse entnommen. Von den 6 
repräsentativen Subklonen pro Genotyp wurden je 2 für die Sequenzierung des IgL-
Locus anhand des Mittelwerts der IgM-Messung ausgewählt. Es wurden die Zellproben 
von Woche 6 verwendet, da zu diesem Zeitpunkt, wie anhand des IgM-Status ermittelt 
wurde, eine ausreichende Anzahl an Mutationen aufgetreten waren. Die DNA wurde 
unter Anwendung des QIAAmp DNA Mini-Kits (QIAGEN) nach Herstellerangaben 
aufgereinigt und mit 50 µl des Puffers AE eluiert. Für die Amplifikation des IgL-Locus 
wurden die Primer λ1 und C2 verwendet. Hierfür wurde die Phusion-Polymerase (New 
England BioLabs) eingesetzt, die eine sehr geringe Fehlerrate (4,4x10-7 Mut./bp) 
aufweist. Die DNA-Proben wurden für die PCR 1:5 vorverdünnt. (PCR-Ansatz: 2 µl 
dNTPs (250 µM); 1 µl Primer λ1 (0,625 µM); 1 µl Primer C2 (0,625 µM); 0,2 µl Phusion-
Polymerase (0,02 U/µl); 4 µl 5x High-Fidelity-Puffer (1x); 1 µl Template; ad 20 µl H2O). 
Hierfür wurde folgendes PCR-Programm mit 35 Zyklen verwendet:  
 
Tabelle 5.17: PCR-Programm zur Amplifikation des Ig-Locus mit der Phusion-Polymerase 
 
 
Die PCR-Proben wurden mit dem QIAquick PCR-Purification-Kit (QIAGEN) 
aufgereinigt, um anschließend an die Amplifikate A-Überhänge mit der Taq-
Polymerase (Invitrogen) anfügen zu können. Hierfür wurde der nach Herstellerangaben 
zusammengesetzte Ansatz für 30 min bei 68 °C inkubiert. Anschließend wurden die 
Proben auf ein Agarosegel aufgetragen, das 1,5 kb große Produkt wurde 
ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel-Extraction-Kit (QIAGEN) aufgereinigt. 
Danach wurden die PCR-Produkte in den pGEMT-Vektor (pGEMT-Cloning-Kit, 
Promega) nach Herstellerangaben kloniert. Die so erhaltenen Vektoren wurden in 
E.coli mittels Hitzeschock-Transformation eingebracht (Abschnitt 5.2.3.4). Die 
Detektion derjenigen Bakterienkolonien, die ein Plasmid mit dem korrekt integriertem 
Insert enthielten, erfolgte unter Anwendung der Blau-Weiß-Selektion (Abschnitt 
5.2.3.4). Nach der anschließenden Mini-Plasmid-Präparation (Abschnitt 5.2.3.5) 
Programm Temperatur Dauer  
Denaturierung der DNA 98°C 2 min  
Zyklische Denaturierung 98°C 30 sec  
Zyklische Anlagerung 65°C 30 sec  
Zyklische Verlängerung 72°C 3 min  
Finale Verlängerung 72°C 10 min  
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wurden die Plasmide mittels Restriktionsspaltung (Restriktionsenzym: Eco521) 
überprüft (Abschnitt 5.2.3.7). Die Plasmide mit dem zu erwartenden Bandenmuster 
wurden zur Sequenzierung bei dem Sequenzierungsservice der LMU (Sequencing 
Service, A. Brachmann) abgegeben (Ansatz: 4,5 µl 10 mM Tris pH 8,5; 1,5 µl λ2-
Primer; 1 µl DNA). Dort erfolgte die Sequenzierung mit einem Kapillarsequenzierer 
(Applied Biosystems) anhand einer Abwandlung der Dideoxy-Kettenabbruch-Methode 
nach Sanger411 (ABI BigDye Kit Version 3.1). 
5.2.1.6.3 Auswertung der Sequenzierung des IgL-Locus der DT40ΨV--Zelllinie 
Die Auswertung der Sequenzierungsdaten erfolgte in mehreren Schritten: Zuerst 
wurden die Chromatogramme auf deren Qualität überprüft und manuell verifiziert. Es 
wurden ausschließlich Sequenzierungen ausgewertet, die einen durchschnittlichen 
Qualitätswert über 50 % aufwiesen, der mit dem Programm Geneious ermittelt wurde. 
Falls die Qualität zu gering war oder Doppel-Peaks auftraten, wurde die DNA-Probe 
erneut sequenziert. Im Anschluss wurden diejenigen DNA-Sequenzen, die von einem 
Subklon abstammten, untereinander angeordnet (alignment). Es wurde eine Sequenz 
von 690 bp analysiert, die sich vom 5’ gelegenen Intron bis zum 3’ gelegenen Intron 
der VJ-Region erstreckte. Die Mutationen wurden sowohl manuell als auch zur 
Kontrolle unter Verwendung des bioinformatischen Hypermutations-
Auswertungsprogramms „SHM Tool“ (http://scb.aecom.yu.edu/cgi-bin/p1)325 bestimmt. 
Es wurden zwei unterschiedliche Auswertungsmethoden verwendet: Zum einen wurde 
jede einzelne Mutation als solche gewertet, zum anderen wurden in einem Subklon 
öfters vorkommende, miteinander identische Mutationen nur einmal gewertet. Mit der 
zuletzt genannten Methode wurde versucht, diejenigen Mutationen, die auf eine 
klonale Abstammung zurückzuführen sind, auszuschließen. Mutationen, die allerdings 
aufgrund eines Mutations-Hotspots an derselben Position vorkamen, wurden mit dieser 
Herangehensweise unterbewertet.  
Die DT40-Zelllinie ist auf eine F1-Kreuzung von zwei Hühnerstämmen, G4 und S3, 
zurückzuführen83. Aus diesem Grund unterscheiden sich die beiden IgL-Allele durch 
zahlreiche Polymorphismen75. Bei dem hier untersuchten rearrangierten IgL-Allel 
handelt es sich um das G4-Allel. In 6 von insgesamt 585 Sequenzen (inklusive der 
Sequenzen der DT40Cre1-Zelllinie) wurde jedoch das S3-Allel amplifiziert72. Da hier 
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5.2.1.6.4 Vorbereitung der DT40Cre1-Zelllinien für die Sequenzierung 
Nach Bestimmung der Ig-Genkonversionsaktivität mit Durchflusszytometrie wurden wie 
bei der DT40ΨV--Zelllinie je 6 repräsentative Subklone pro Genotyp bis zu 10 Wochen 
kultiviert und von diesen je 2 für die Sequenzierung des IgL-Locus anhand des 
Mittelwerts der IgM-Messung ausgewählt. Die Zellproben von Woche 4 wurden wie 
unter 5.2.1.6.2 beschrieben präpariert und für die Sequenzierung vorbereitet. 
5.2.1.6.5 Auswertung der Sequenzierung des IgL-Locus der DT40Cre1-Zelllinie 
Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte wie bei der DT40ΨV--Zelllinie 
(Abschnitt 5.2.1.6.3). Es wurde eine Sequenz von 720 bp analysiert, vom 5’ gelegenen 
Intron der VJ-Region ausgehend bis zum 3’ gelegenen Intron der VJ-Region. Die 
Nukleotidveränderungen wurden durch Alignment der von einem Subklon 
abstammenden Sequenzen manuell identifiziert. Im Anschluss wurden diejenigen 
Sequenzen, die Nukleotidveränderungen aufwiesen, mit den 25 
Pseudogensequenzen72 verglichen und so ermittelt, welche Nukleotidveränderungen 
auf ein Ig-Genkonversionsereignis zurückzuführen waren83. (I) Falls die 
Nukleotidveränderung nicht in einem Pseudogendonor detektiert wurde bzw. nicht 
mehr als 9 bp Homologie auftrat, wurde die Nukleotidveränderung als Punktmutation 
eingestuft. (II) Falls hingegen zwei Nukleotidveränderungen oder mehr auf einen 
Pseudogendonor zurückgeführt werden konnten, wurden diese als Ig-
Genkonversionsmutationen gewertet. (III) Wenn allerdings nur eine einzelne 
Nukleotidveränderung auf ein Ig-Genkonversionsereignis zurückgeführt wurde, wurde 
diese Art von Nukleotidveränderung als zweideutige Mutation eingestuft, da es sich 
hierbei sowohl um eine Punktmutation als auch um eine Ig-Genkonversionsmutation 
handeln könnte. 
5.2.1.7 Aktivierung der Cre-Rekombinase in DT40-Zellen 
Die Cre-Rekombinase rekombiniert loxP-flankierte DNA-Sequenzen miteinander und 
deletiert die dazwischenliegende DNA-Sequenz, falls sich die loxP-Stellen in derselben 
Orientierung befinden. Die induzierbare Form der Cre-Rekombinase in DT40-Zellen 
wird durch Zugabe des Liganden 4-Hydroxytamoxifen (4-OHT) aktiv313,412. Im Rahmen 
der Doktorarbeit erfolgte die Aktivierung der Cre-Rekombinase zur selektiven 
Entfernung der in den Zelllinien enthaltenen Resistenzkassetten. 
Hierfür wurde 1 ml der DT40-Zellen mit einer Zelldichte von 1-2x105 Zellen/ml in eine 
24-Loch-Platte überführt. Nach Zugabe von 1 µM 4-OHT wurde die Suspension gut 
gemischt und über Nacht bei 41 °C und 5 % CO2 inkubiert. Am darauffolgenden Tag 
(etwa 15 Stunden später) erfolgte die Generierung der Einzelzellklone durch 
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Herstellung unterschiedlicher Verdünnungsstufen (3,3x102 Zellen/ml, 33 Zellen/ml und 
3,3 Zellen/ml). Die Verdünnungen wurden in eine 96-Loch-Platte mit 100 µl pro 
Vertiefung ausplattiert. Zur selektiven Entfernung einer Resistenzkassette wurden die 
Zellen 24 Stunden danach mit den entsprechenden Selektionssubstanzen für die 
Resistenzen behandelt, die in den Zelllinien erhalten bleiben sollten. Nach einer 7- bis 
14-tägigen Inkubation bei 41 °C und 5 % CO2 wurden die 96-Loch-Platten auf die 
Anwesenheit von Kolonien untersucht. Nachdem mikroskopisch sichergestellt wurde, 
dass es sich um eine einzige Kolonie handelte, wurde der Inhalt der entsprechenden 
Vertiefung in eine 24-Loch-Platte mit Medium überführt. Um den 
Resistenzkassettenstatus zu überprüfen, wurde eine entsprechende Targeting-PCR 
(Abschnitt 5.2.3.2.1) durchgeführt. Die Entfernung der AID-IRES-GFP-Kassette wurde 
mit einer durchflusszytometrischen GFP-Fluoreszenzmessung und einer Western-Blot-
Analyse zur Untersuchung der AID-Expression bestätigt. 
5.2.1.8 Bestimmung der Proliferationsrate 
Es wurden je 4x106 Zellen für die CFSE-Färbung und die ungefärbte Kontrolle 
verwendet und die Zellsuspension bei 1200 rpm für 5 min zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen, 37 °C warmes PBS hinzugefügt und erneut bei 1200 rpm für 
5 min zentrifugiert. Nach sorgfältiger Entfernung des Überstands wurde das Zellpellet 
in 2 ml CFDA-SE-PBS-Lösung (VybrantTM CFDA-SE Cell Tracer, V-12883, Invitrogen), 
mit einer finalen CFDA-SE-Konzentration von 0,5 µM, resuspendiert. Die Färbung der 
Zellen erfolgte während einer 5-minütigen Inkubation im 37°C-Inkubator und wurde 
anschließend durch Zugabe von 10 ml kaltem Kulturmedium gestoppt. Nach einem 
Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet in 10 ml warmem Kulturmedium 
aufgenommen und bis zu 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation 
wurden die Zellen in einer Zelldichte von 4x105/ml (Raji-Zelllinie) bzw. 3x105/ml (DT40-
Zelllinie) in 10 ml warmem Kulturmedium aufgenommen. Wurde der Einfluss von 
Inhibitoren auf die Proliferation gemessen, erfolgte zu diesem Zeitpunkt die Zugabe 
dieser Substanzen und von DMSO als Lösungsmittelkontrolle. Für jede experimentelle 
Bedingung bzw. Zelllinie wurden Duplikate angesetzt. Während des experimentellen 
Verlaufs, der sich meist über 7 Tage erstreckte, wurden die Zellen alle 3 (Raji-Zelllinie) 
bzw. 2 Tage (DT40-Zelllinie) mit einer Neubauer-Zählkammer gezählt und der 
optimalen Zelldichte (3-4x105/ml) angepasst. Falls es sich um ein Experiment mit 
Inhibitoren handelte, wurde die entsprechende Menge des Inhibitors bei Einstellung 
der Zelldichte hinzugefügt. Die durchflusszytometrische Messung der CFSE-
Fluoreszenzintensität erfolgte am ersten Tag des Experiments frühestens 6 Stunden 
nach der Färbung und an den folgenden Tagen täglich 1- bis 2-mal. 
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Die so erhaltenen, mittleren Fluoreszenzintensitäten wurden in einem Excel-Diagramm 
in Relation zur Zeit aufgetragen und daraus eine exponentielle Interpolation erstellt. 
Für die Berechnung der Proliferationsgeschwindigkeit (vp) wurde der Exponent dieser 
Funktion als Konstante k in folgende Gleichung eingesetzt, die auf der Annahme 
basiert, dass die Halbierung der Fluoreszenzintensität einer Zellteilung entspricht413: 
 
𝑣𝑣! =   −   
1
2




5.2.1.9 Induktion und Analyse der CDC25A-Degradation 
Zur Analyse der CDC25A-Degradation in DT40-Zellen wurden die Zellen am Vortag 
des Experiments auf 3x105 Zellen/ml eingestellt. Am folgenden Tag wurden 
1,5x107 Zellen pro Bedingung abgenommen, bei 1200 rpm für 5 min zentrifugiert und in 
PBS aufgenommen. Danach wurden die Zellen in Zellkulturplatten ohne Deckel mit 
15 J/m2 in einem UV-Stratalinker (Lab Vista) bestrahlt. Anschließend wurden die Zellen 
erneut zentrifugiert, in Medium resuspendiert und in Zellkulturgefäße überführt. Nach 
1-stündiger Inkubation bei 41 °C und 5 % CO2 wurden die Zellen zentrifugiert und für 
die Western-Blot-Analyse vorbereitet (Abschnitte 5.2.5.1-5). 
5.2.1.10 Methylzellulose-Überlebensexperiment 
Methylzellulose-Überlebensexperimente dienen dazu, die Sensitivität der Zellen nach 
Zugabe von DNA-schädigenden Substanzen zu bestimmen, um z.B. einen 
Rückschluss auf deren Reparaturkapazität ziehen zu können414. Im Methylzellulose-
Medium bilden sich distinkte Kolonien aus. Die relative Kolonienanzahl, die der 
Überlebensfähigkeit entspricht, kann so durch Auszählung der Kolonien ermittelt 
werden414. 
Am Tag vor Durchführung des Experiments wurden die DT40-Zellen auf die optimale 
Zelldichte von 3x105 Zellen/ml eingestellt. Am darauffolgenden Tag wurde die 
benötigte Anzahl an 6-Loch Platten (eine 6-Loch-Platte pro Zelllinie pro Dosis) mit je 
5 ml 1,5 % Methylzellulose mit zugesetzten DNA-schädigenden Substanzen in 
unterschiedlichen Konzentrationen (Herstellung siehe am Ende dieses Abschnitts) pro 
Vertiefung befüllt. Um einem Austrocknen vorzubeugen, wurden je 2 ml steriles 
Wasser in die Zwischenräume der 6-Loch-Platten überführt. Die Zellen wurden exakt 
auf eine Zelldichte von 1,8-2,2x105 Zellen/ml in einem Gesamtvolumen von 10 ml 
eingestellt. Dies wurde durch eine erneute Zellzählung überprüft und wenn notwendig 
korrigiert. Die so hergestellte Zellsuspension wurde jeweils in Duplikaten unverdünnt, 
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in einer 1:10 sowie einer 1:100 Verdünnung auf die Methylzellulose in eine Vertiefung 
der 6-Loch-Platten übertragen. Die Platten wurden anschließend für 10-14 Tage im 
Inkubator bei  37 °C und 5 % CO2 gelagert. Die Auszählung der Kolonien erfolgte in 
einer Verdünnungsstufe mit etwa 20-100 Kolonien.  
 
Herstellung der 1,5 %-igen Methylzellulose  
15 g autoklavierte Methylzellulose (Sigma-Aldrich) wurde in 220 ml 55 °C-65 °C 
warmem, ebenfalls autoklaviertem H2O  gelöst. 11,9 g D-MEM (Invitrogen) und 2,44 g 
Natrium-Hydrogen-Carbonat (Merck) wurden in 500 ml H2O gelöst und die Lösung 
wurde sterilfiltriert (0,2 µm). Im Anschluss wurde zur D-MEM/NaHCO3-Lösung die 
Methylzellulose-Lösung hinzugegeben. Das Gemisch wurde über Nacht bei 4 °C 
gerührt und am folgenden Tag mit 1 mM Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, 100 µg/µl 
Penicillin/Streptomycin, 1 % Hühnerserum, 10 % FKS, 0,1 µM 2-Mercaptoethanol 
sowie 140 ml sterilem H2O versetzt. Die Lösung wurde erneut über Nacht bei 4 °C 
gerührt. Danach wurden die DNA-schädigenden Substanzen in unterschiedlichen 
Konzentrationen hinzugegeben und es erfolgte ein weiteres Rühren über Nacht bei 
4 °C. 
5.2.2 Analyse von Mäusen 
5.2.2.1 Zellsortierung von Keimzentrums-B-Zellen und Nicht-
Keimzentrums-B-Zellen der Maus 
5.2.2.1.1 Immunisierung von Mäusen 
Die Mäuse wurden im Alter von 8 bis 12 Wochen mit 100 µg des T-zellabhängigen 
Antigens NP-CGG (4-Hydroxy-3-Nitrophenylacetyliertes Hapten konjugiert mit Hühner-
γ-Globulin; Biosearch Technologies) intraperitoneal (i.p.) von A. Geishauser oder G. 
Marschall-Schröter  immunisiert. 
Vor Verabreichung wurde das Antigen unter sterilen Bedingungen mit dem gleichen 
Volumen an 10%-iger KAl(SO4)2-Lösung gefällt und mit 1 M NaOH auf einen pH-Wert 
von 6,5 eingestellt. Nach 30-minütiger Inkubation auf Eis erfolgten je drei 
Zentrifugationschritte (10 min bei 5000 rpm) mit einem anschließenden Waschschritt 
mit sterilem PBS. Zuletzt wurde das Antigen in 200 µl sterilem PBS aufgenommen und 
der Maus i.p. injiziert.  
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5.2.2.1.2 Präparation der Milz-Zellen 
Am Tag 14 nach Immunisierung mit NP-CGG wurden die Mäuse durch 2-minütige 
CO2-Begasung und durch anschließenden Genickbruch getötet. Anschließend wurde 
die Milz als ganzes Organ entnommen und in Medium (RPMI 1640, 5 % FKS, 1 % 
Natriumpyruvat, 1 % Glutamin) überführt. Zur Vereinzelung wurde das Gewebe durch 
ein feines Sieb gedrückt. Danach wurden die Erythrozyten lysiert und entfernt. Hierfür 
wurden die Zellen bei 1200 rpm, 4 °C für 5 min zentrifugiert und in 1 ml Lysepuffer 
(155 mM NH4Cl; 170 mM Tris pH 7,65 im Verhältnis 9:1) resuspendiert. Nach 3 min 
wurde die Reaktion mit 9 ml Medium gestoppt und die Zellen wurden nach erneuter 
Zentrifugation in 1 ml Medium aufgenommen. 
5.2.2.1.3 Durchflusszytometrische Messung (FACS) 
Bevor die Zellsortierung durchgeführt wurde, wurde mit einer durchflusszytometrischen 
Messung überprüft, ob die Immunisierung zur Bildung von Keimzentrumszellen geführt 
hatte. Hierfür wurden 1x106 präparierte Milzzellen entnommen, diese zentrifugiert und 
in 200 µl PBS/BSA(0,5 %) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die 
Zellen in 30 µl des Antikörper-Mixes (B220-APC, CD95-PE, PNA-FITC) (Tabelle 5.6) 
aufgenommen und wurden für 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 
PBS/BSA(0,5 %) wurden die Zellen in 100 µl des Verdünnungsreagenz resuspendiert 
und mit einem FACS-CaliburTM Flow Cytometer (BD Biosciences) analysiert 
(1x105 Zellen pro Ansatz). 
5.2.2.1.4 Zellsortierung 
Für die Zellsortierung wurden die Zellen in einem Gesamtvolumen von 1 ml 
PBS/BSA(0,5 %) aufgenommen, das zuvor mit den Antikörpern PNA-FITC, CD95-PE 
und B220-APC in denselben Konzentrationen wie für die FACS-Färbung versetzt 
wurde (Tabelle 5.6). Nach 20-minütiger Inkubation auf Eis wurden die Zellen mit 
PBS/BSA(0,5 %) gewaschen und in 800 µl PBS/BSA (0,5 %) aufgenommen. 
Anschließend erfolgte mit einem FACSAriaTM III-Gerät (BD Biosciences) die 
Zellsortierung der Keimzentrums (B220+ CD95+ PNA+)- und naiven B-Zellpopulation 
(B220+ CD95- PNA-) in zwei separate mit Medium gefüllte Gefäße. Es wurden je 
1x105 naive B-Zellen sowie die höchstmögliche Anzahl an KZ-B-Zellen (meist zwischen 
3-7x104 Zellen) einer Milz isoliert. Direkt nach der Zellsortierung wurden die Proben 
zentrifugiert und in 1 ml (naive B-Zellen) bzw. 0,5 ml (KZ-B-Zellen) peqGOLDTriFastTM 
(peqlab) aufgenommen. Anschließend wurden die Proben bei -80 °C gelagert. Die 
erfolgte RNA-Isolation, die cDNA-Synthese sowie die qRT-PCR-Analyse werden in den 
Abschnitten 5.2.4.1, 5.2.4.2 und 5.2.4.3 beschrieben. 
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5.2.3 Techniken der DNA-Analyse 
Molekularbiologische Standardmethoden, die im Folgenden nicht weiter erläutert 
werden, wurden wie bei Sambrook & Russel415 beschrieben durchgeführt. 
5.2.3.1 Isolierung von DNA 
Die DNA wurde durch zwei unterschiedliche Methoden präpariert. Für eine hohe DNA-
Qualität wurde das QIA amp DNA Mini-Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben 
verwendet. Falls jedoch DNA aus einer geringen Anzahl an kultivierten Zellen benötigt 
wurde, wurde diese durch direkte Inkubation der Zellen mit der Proteinase K (MBI 
Fermentas) hergestellt. Hierfür wurden etwa 5x105 bis 1x106 Zellen mit 50 µl 
Lysepuffer (10 mM Tris, 0,5 µg/µl Proteinase K) für 2,5 Stunden bei 50 °C inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Inaktivierung der Proteinase K für 10 min bei 95 °C. 
5.2.3.2 Polymerase-Ketten-Reaktion 
5.2.3.2.1 Targeting-PCR 
Die PCR-Reaktionen416,417 zum Nachweis der gerichteten Integration in den 
genomischen Locus werden als Targeting-PCRs bezeichnet418. Die Primer der Chk1-
Targeting-PCRs sowie der Rad18- und RDM1-Targeting-PCR sind in Tabelle 5.10 und 
Tabelle 5.13 aufgeführt. 
Die PCRs wurden unter Verwendung der Expand-Long-Template-Polymerase (Roche 
Diagnostics) durchgeführt.  
Der PCR-Ansatz für die Targeting-PCRs setzte sich wie folgt zusammen: 
2 µl Expand Long Template-Puffer mit 17,5 mM MgCl2 (1x), 2,5 µl dNTPs (312 µM), 
1,25 µl Forward-Primer (0,781 µM), 1,25 µl Reverse-Primer (0,781 µM), 1 µl DNA 
(DNA aus direkter Proteinase K-Inkubation; unverdünnt); 0,25 µl Expand Long 
Template-Polymerase (1,25 U), ad 20 µl H2O. 
Hierfür wurde folgendes PCR-Programm mit 49 Zyklen verwendet: 
 
Tabelle 5.18: PCR-Programm für den Nachweis der gerichteten Integration eines Targeting-Vektors 
Programm Temperatur Dauer 
Denaturierung der DNA 95 °C 5 min 
Zyklische Denaturierung 95 °C 50 sec 
Zyklische Anlagerung 60 °C (Chk1, RDM1) bzw. 
62 °C (Rad18) 
50 sec 
Zyklische Verlängerung 72 °C 7 min 
Finale Verlängerung 72 °C 10 min 
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5.2.3.2.2 PCR für die Herstellung des Chk1-Rekonstitutionsvektors 
Für die Herstellung des Chk1-Rekonstitutionsvektors wurde die kodierende Chk1-
Sequenz aus DT40-cDNA unter Verwendung der Phusion-Polymerase (New England 
Biolabs) mit den in Tabelle 5.11 aufgeführten Primern amplifiziert. 
Der PCR-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
4 µl 5x High-Fidelity-Puffer (1x), 0,4 µl dNTPs aus Phusion-Kit (200 µM), 0,4 µl 
Forward-Primer (0,5 µM), 0,4 µl Reverse-Primer (0,5 µM), 1 µl DNA (DNA aus QIA 
Amp DNA Mini-Präparation; 300 ng); 0,9 µl DMSO (4,5 %), 0,2 µl Phusion-Polymerase, 
ad 20 µl H2O. 
Hierfür wurde folgendes PCR-Programm mit 40 Zyklen verwendet: 
 
Tabelle 5.19: PCR-Programm zur Amplifikation der kodierenden Chk1-Sequenz 
 
5.2.3.3 Southern-Blot 
Durchführung des Kapillar-Southern-Blots 
Für die Southern-Blot-Analyse419,420 zur Bestätigung des Chk1-Knockouts wurde die 
genomische DNA aus 1x107 DT40-Zellen mit dem QIA Amp DNA Mini-Kit (QIAGEN) 
nach Herstellerangaben isoliert. Die in 50 µl eluierte DNA wurde vermessen und 
hiervon 15-30 µg mit 50 U des Restriktionsenzyms BamHI über Nacht gespalten (siehe 
Abbildung 2.5 A für die Chk1-Southern-Blot-Strategie). Am darauffolgenden Tag 
wurden die DNA-Fragmente bei 80 V für 4 Stunden auf einem 0,8 %-igen Agarosegel 
aufgetrennt. Anschließend wurde das Gel in 0,25 M HCl für 20 min unter Schwenken 
inkubiert, mit Transferpuffer gewaschen und danach für 60 min mit dem Transferpuffer 
ebenfalls unter Schwenken äquilibriert. Danach wurde die DNA mit einem Kapillar-
Southern-Blot auf eine Nitrozellulose-Membran (INYC00010, Millipore) 1-2 Tage 
übertragen. Nach dem Transfer wurde die Membran unter Schwenken mit 2x SSC-
Puffer 3-mal für 10 min neutralisiert. Anschließend wurde die DNA durch 1-stündige 
Inkubation bei 78 °C auf der Membran fixiert. Diese wurde danach mit 30 ml 
vorgewärmten Prähybridisierungspuffer, zu dem zuvor einzelsträngige DNA (D9156, 
Sigma-Aldrich) hinzugefügt wurde, für etwa 6 Stunden oder über Nacht bei 62 °C 
versetzt. Anschließend erfolgte die Zugabe der radioaktiv markierten Sonde (siehe 
Programm Temperatur Dauer 
Denaturierung der DNA 98 °C 30 sec 
Zyklische Denaturierung 98 °C 10 sec 
Zyklische Anlagerung 66 °C 30 sec 
Zyklische Verlängerung 72 °C 30 sec 
Finale Verlängerung 72 °C 10 min 
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unten) und eine weitere Inkubation bei 65 °C über Nacht bzw. 1-2 Tage. Im Folgenden 
wurde die Membran mit Waschpuffer (0,5xSSC/0,5 % SDS) 3-mal für 10 min bei 65°C 
geschwenkt. Für die Entwicklung (TYPON Optimax) wurde die Membran bei -80°C mit 
HyperfilmTM MP-Filmen (Amersham) für wenige Stunden bis mehrere Tage in Kontakt 
gebracht. 
 
Prähybridisierungspuffer 20x SSC 
NaCl 1 M NaCl 3 M 
Tris pH 7,5 50 mM Natriumcitrat 0,3 M 
Dextransulfat 10 % Transferpuffer  
SDS 1 % NaOH 0,4 M 
ssDNA 
(D9156, Sigma) 
250 µg/ml NaCl 0,6 M 
 
Herstellung der radioaktiv markierten Sonde 
Die Sequenzen der Primer für die Herstellung der Sonde sind in Tabelle 5.11 
angegeben. 25 ng der Sonden-DNA wurden in 45 µl H2O gelöst, diese für 5 min bei 
95 °C erhitzt, danach auf Eis abgekühlt und anschließend mit einem Aliquot 
rediPrimeTM (Amersham) gemischt. Für die radioaktive Markierung wurden 5 µl 32P 
dCTP hinzugegeben und der Ansatz wurde für 30 min bei 37°C inkubiert. Danach 
wurde die Sonde unter Verwendung einer Sephadex-Säule (Microspin S-200 HR, 
Amersham) gereinigt. Pro Membran wurden etwa 3x107 dpm der Sonde eingesetzt und 
diese vor Zugabe für 3 min bei 95°C erhitzt und auf Eis abgekühlt. 
5.2.3.4 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock 
Für die Hitzeschock-Transformation wurden pro Ansatz 100 µl kompetente DH5α 
E.coli-Bakterien eingesetzt und diese mit 1 ng DNA bzw. dem gesamten 
Ligationsansatz gemischt. Danach wurde die Suspension für 30 min auf Eis inkubiert 
und im Anschluss für 45 sec bei 42 °C erhitzt. Nach erneuter Inkubation auf Eis für 
5 min erfolgte die Zugabe von 500 µl LB-Medium. Nach 1-stündiger Inkubation bei 
37 °C wurde die gesamte Suspension auf Ampicillin-enthaltenden Agarplatten 
ausplattiert und diese wurden bei 37 °C über Nacht inkubiert. 
Für die Blau-Weiß-Selektion wurden auf die Agarplatten zusätzlich 20 µl einer 100 mM 
Stock-Lösung Isopropyl-ß-D-thiogalactopyranosid (IPTG) und 40 µl einer 25 mg/ml 
Stock-Lösung 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-ß-D-galactopyranosid (X-Gal) ausgestrichen. 
                                                                       MATERIAL UND METHODEN 111 
5.2.3.5 Mini-Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
Die Mini-Präparation von Plasmid-DNA erfolgte unter Verwendung der Puffer des 
Jetstar 2.0 Plasmid Purification-Kits. Am Tag bevor die Mini-Plasmid-Präparation 
durchgeführt wurde, erfolgte das Animpfen der Bakterienkulturen in 2 ml LB-Medium 
mit 0,1 mg/ml Ampicillin. Am darauffolgenden Tag wurde die Kultur bei 10000 rpm für 
1 min zentrifugiert. Im Anschluss wurde das Pellet in 100 µl Jetstar-E1-Lösung 
resuspendiert. Danach wurden 100 µl der Jetstar-E2-Lösung zugegeben. Nach 3- bis 
5-minütiger Inkubation erfolgte die Zugabe von 100 µl Jetstar-E3-Lösung. 
Anschließend wurde das Präzipitat durch 20-minütige Zentrifugation bei 15000 rpm 
und 4°C pelletiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß überführt. Die 
Fällung der Plasmid-DNA wurde durch Zugabe von 1 ml 100 %-igen Ethanol 
durchgeführt, gefolgt von einer 20-minütigen Zentrifugation bei 15000 rpm und 4 °C. 
Der Überstand wurde verworfen und das DNA-Pellet in 200 µl 70 %-igen Ethanol 
resuspendiert. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt bei 15000 rpm und 4 °C für 
5 min wurde das DNA-Pellet getrocknet. Die Resuspension der DNA erfolgte mit 50 µl 
H2O. 
5.2.3.6 Maxi-Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
Zur Vervielfältigung der Plasmid-DNA wurde diese mit einer Hitzeschock-
Transformation in Bakterien eingebracht (Abschnitt 5.2.3.4). Zur Aufreinigung der 
Plasmid-DNA wurde das Jetstar 2.0 Plasmid Purification-Kit (Genomed) nach 
Herstellerangaben verwendet. 
5.2.3.7 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen 
Zur Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen wurden diese von den Firmen MBI 
Fermentas und New England Biolabs bezogen und nach Herstellerangaben eingesetzt.  
5.2.3.8 Dephosphorylierung der Vektor-DNA 
Vor der Ligation des Vektors mit dem einzufügenden DNA-Fragment (= Insert) wurde 
meist eine Dephosphorylierung des Vektors durchgeführt. Hierfür wurde die Calf 
Intestinal Alkaline Phosphatase (New England Biolabs) nach Herstellerangaben 
eingesetzt. 
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5.2.3.9 Ligation der DNA 
Für die Ligationsreaktion wurde die T4-DNA Ligase der Firma New England Biolabs 
nach Herstellerangaben verwendet. Die Ligation erfolgte für 1 Stunde bei 
Raumtemperatur. 
5.2.3.10 Reinigung der DNA 
Die Aufreinigung von PCR-Ansätzen erfolgte mit dem QIA quick PCR purification-Kit 
(QIAGEN) nach Herstellerangaben. Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus 
Agarosegelen mittels des QIA quick Gel Extraction-Kits (QIAGEN) erfolgte ebenfalls 
nach Herstellerangaben. 
5.2.4 Techniken der RNA-Analyse 
5.2.4.1 RNA-Isolation 
Die RNA-Isolation der naiven und Keimzentrums-B-Zellen der Maus erfolgte unter 
Verwendung des peqGOLD TriFastTM-Kits (peqlab) nach Herstellerangaben 
entsprechend der eingesetzten Menge des peqGOLDTriFastTM-Reagenz. Die RNA 
wurde in 10 µl mit Diethylpyrocarbonat (DEPC) versetztem H2O aufgenommen und für 
10 min bei 55-60°C erhitzt. 
Die RNA-Isolation der DT40-Zellen erfolgte unter Anwendung des RNeasy-Kits 
(QIAGEN) nach Herstellerangaben. 
5.2.4.2 Erststrang cDNA-Synthese 
Für die cDNA-Synthese wurde das 1st strand cDNA synthesis-Kit (Roche Diagnostics) 
nach Herstellerangaben eingesetzt. Hierfür wurden, wenn möglich, 1 µg RNA 
eingesetzt. Die cDNA-Synthese der RNA der naiven und Keimzentrums-B-
Zellfraktionen von Mäusen erfolgte mit der gesamten Menge an isolierter RNA, da es 
sich hier um sehr geringe RNA-Konzentrationen handelte. 
5.2.4.3 Quantitative Realtime-PCR 
Die quantitative Realtime (qRT)-PCR wurde in einem LightCycler 2.0 (Roche 
Diagnostics) unter Anwendung des FastStart DNA Master SYBR Green I-Kits (Roche 
Diagnostics) in Glaskapillaren (Roche Diagnostics) nach Herstellerangaben 
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durchgeführt421. Für die LightCycler-Reaktion wurden 0,5 µl pro Primer (0,5 µM), 0,8 µl 
25 mM MgCl2 (2 mM), 1 µl des DNA Master SYBR Green I-Reagenz, 6,2 µl H2O und 
1 µl cDNA gemischt. Je nach Expressionsstärke der Ziel-mRNA wurde die cDNA bis zu 
1:10 verdünnt eingesetzt. Die verwendeten Primerpaare waren exonübergreifend oder 
befanden sich auf zwei unterschiedlichen Exons um Amplifikationsprodukte durch 
eventuelle Verunreinigungen mit genomischer DNA zu vermeiden. Für die Ermittlung 
der Standardabweichung wurden technische Triplikate verwendet. Die PCR-
Reaktionen wurden mit folgendem Programm mit je 45 Zyklen durchgeführt: 
 
Tabelle 5.20: Programm für die qRT-PCR-Analyse mit einem LightCycler 
Programm Temperatur Dauer 
Denaturierung der DNA 95 °C 10 min 
Zyklische Denaturierung 95 °C 5 sec 
Zyklische Anlagerung 58-63 °C 10 sec 
Zyklische Verlängerung 72 °C 1 min (pro 1,5 kb) 
Aufschmelzen 70 °C bis 97 °C 10 sec 
Abkühlen 40 °C 15 sec 
 
 
Die Effizienz der PCR-Reaktion wurde durch Erstellung einer Eichgerade ermittelt. 
Hierfür wurde der Logarithmus der Konzentrationen gegen den Cp-Wert aufgetragen 
(Crossing-point, entspricht der Anzahl an Zyklen, an dem die Fluoreszenz erstmalig 
signifikant über die Fluoreszenz des Hintergrunds steigt422). 
Die Effizienz (E) der Reaktion wurde aus der Steigung der Eichgerade (m) mit 
folgender Formel ermittelt: 
 
𝐸𝐸 = 10
!! !      423 
 
Zur Ermittlung der relativen Ausgangskonzentration der Probe (T0) wurde folgende 
Formel verwendet: 
 





   424 
 
Zur Normalisierung wurde das Referenzgen GAPDH herangezogen. 
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5.2.5 Proteinbiochemische Methoden 
5.2.5.1 Präparation von Proteinen aus Zellen 
Für die Präparation von Proteinen aus DT40-Hühner-B-Zellen wurden ca. 1x107 Zellen 
und aus humanen Zellen ca. 5x106 Zellen verwendet. Die entsprechende Menge der 
Zellsuspension wurde abgenommen, 2-mal mit PBS gewaschen (1200 rpm, 5 min, 
4°C) und in Lysepuffer resupendiert (D. Krappmann, Helmholtz Zentrum München; 
Zusammensetzung siehe Tabelle am Ende dieses Abschnitts). Hierfür wurden die 
Zellen durch Resuspension mit dem Lysepuffer und anschließende 15-minütige 
Inkubation auf Eis aufgeschlossen. In der Inkubationszeit wurden die Proben mehrere 
Male mit einem Vortexer gemischt. Zelltrümmer und DNA wurden durch 15-minütige 
Zentrifugation bei 14000 rpm bei 4°C entfernt. Nach dem Zentrifugationsschritt wurde 
der Überstand in ein neues Eppendorfgefäß überführt und die Proteinkonzentration mit 
dem DC-Protein Assay (Bio-Rad Laboratories) bestimmt (Abschnitt 5.2.5.2). 
 
Lysepuffer  
Hepes (pH 7,9) 20 mM 
NaCl 350 mM 
Glycerin 20 % 
MgCl2 1 mM 
EDTA 0,5 mM 
EGTA 0,1 mM 
NP-40 1 % 
Zusatz von:  
Protease-Inhibitor  Complete E, Roche Diagnostics 
Phosphatase-Inhibitor PhosStop, Roche Diagnostics 
5.2.5.2 Proteinquantifizierung  
Zur Bestimmung der Proteinkonzentrationen wurde ein abgewandelter Lowry-Assay425 
verwendet (DC-Protein Assay, Bio-Rad Laboratories). Hierfür wurden die 
Proteinproben 1:10 in einem 20 µl Ansatz mit H2Obidest verdünnt. Für die Erstellung 
einer Eichgerade wurden vier Proteinstandards von bekannter Proteinkonzentration 
(0,1; 0,2; 0,4 und 0,8 mg/ml BSA, bovine serum albumin) analog zu den zu 
untersuchenden Proteinproben mitgeführt. Zu jedem 20 µl Ansatz erfolgte die Zugabe 
von 50 µl Reagenz A, das zuvor zu 2 %  mit dem Reagenz S – für die 
Detergenzverträglichkeit der Methode – versetzt wurde. Anschließend wurden die 
Ansätze gemischt und 400 µl Reagenz B hinzugefügt. Sofort nach Zugabe dieses 
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Reagenz wurden die Proben gemischt und nach 15-minütiger Inkubation unter 
Ausschluss von Licht die Absorption der Proben bei einer Wellenlänge von 750 nm 
bestimmt. 
5.2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proteinen 
Für die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht wurde eine 
diskontinuierliche Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS)-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese nach Laemmli426 angewendet. Für die größenabhängige 
Auftrennung wurde ein Gelsystem aus Polyacrylamid verwendet427. Durch Variation der 
Acrylamidkonzentration und des Quervernetzers N,N’-Methylenbisacrylamid kann die 
Porengröße und dadurch auch der optimale Trennbereich der Proteine verändert 
werden. Es wurden Acrylamidkonzentrationen von 10-15 % eingesetzt. 
Bevor die Proben auf das Gel aufgetragen wurden, wurden diese mit 1/10 des 
Volumens an DTT versetzt. Anschließend erfolgte die Zugabe der Hälfte des Volumens 
an 2xLaemmli-Probenpuffer und ein 5-minütiges Aufkochen bei 95 °C für 5 min. Je 
nach Anwendung und Detektionsgrenze der verwendeten Antikörper wurden 20-60 µg 
Protein aufgetragen. Die Gelelektrophorese wurde bei einer konstanten Spannung von 
90-110 V bei Raumtemperatur durchgeführt.  
 
2x Laemmli-Probenpuffer 10x Laemmli Laufpuffer 
SDS 4 % Tris 250 mM 
Glycerin 20 % Glycin 1,92 M 
Tris pH 6,8 0,12 M SDS 1 % 
Bromphenolblau 0,01 % H2O ad 1 l 
H2O ad 10 ml   
 
 Trenngel Sammelgel 
H2O ad 15 ml  ad 5 ml 
Acrylamid  10-15%  5 %  
Tris pH 8,8 350 mM 125 mM 
SDS 0,1 %  0,1 %  
APS (Ammoniumperoxodisulfat) 0,1 %  0,1 % 
TEMED (Tetramethylethylendiamin) 0,004 % 0,006 %  
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5.2.5.4 Western-Blot-Analyse 
Die Bezeichnung Western-Blot428 umfasst u.a. den Transfer von Proteinen aus einer 
Gelmatrix auf eine Membran, auf der die Proteine einer spezifischen Nachweisreaktion 
unterzogen werden. Es wurde das sogenannte Elektroblotting angewendet, bei dem 
die Proteine durch ein elektrisches Feld senkrecht zur vorherigen Trennrichtung der 
Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Hybond-P, Amersham 
Pharmacia) übertragen wurden.  
Hierfür wurde das Acrylamidgel für 5 min in Blotting-Puffer inkubiert. Die PVDF-
Membran wurde kurz mit Methanol angefeuchtet, in Wasser gewaschen und im 
Anschluss für 5 min in Blotting-Puffer äquilibriert. Auf die Blotvorrichtung wurden drei in 
Blotting-Puffer getränkte Filterpapiere, dann das Gel und im Anschluss die PVDF-
Membran sowie drei weitere Filterpapiere gelegt. Es wurde ein Nass-Blot in einem 
Blotting-Tank der Firma Hoefer durchgeführt. Je nach Applikation wurde  der Transfer 
bei 200 mA und 4°C für 2 Stunden oder bei 80 mA und 4°C für 12-16 Stunden 
durchgeführt. 
Im Anschluss wurde der Transfer der Proteine auf die Membran durch Verwendung 
des reversiblen Azofarbstoffs Ponceau S (Sigma-Aldrich) überprüft. Danach erfolgte 
die Detektion bestimmter Proteine mit Antikörpern (Abschnitt 5.2.5.5). 
 
10x Blotting-Puffer  1x Blotting-Puffer  
Tris 250 mM 10x Blotting-Puffer 100 ml 
Glycin 1,92 M Methanol 200 ml 
  H2O ad 1 l 
5.2.5.5 Immundetektion von Proteinen 
Der Nachweis der auf die PVDF-Membran transferierten Proteine (Abschnitt 5.2.5.4) 
erfolgte unter Verwendung spezifischer Antikörper. Diese und die entsprechenden 
Verdünnungsstufen sind in Tabelle 5.5 aufgeführt. Bevor die Inkubation mit dem 
Erstantikörper erfolgte, wurde die Membran für 30-60 min unter Schütteln mit einer 
Blockierungslösung (1x PBS, 0,4 % Tween20, 5 % Trockenmilchpulver (Roth)) 
inkubiert, um die unspezifische Bindung der Antikörper zu minimieren. Anschließend 
wurde der Erstantikörper in einer 1%-igen Milchpulverlösung hinzugegeben und mit der 
Membran bei 4 °C über Nacht unter rotierendem Schwenken inkubiert. Am 
darauffolgenden Tag wurde die Membran 3-mal für jeweils 10 min mit 1x TBS/0,4 % 
Tween20 bzw. 1xPBS gewaschen und für 1-5 Stunden mit dem entsprechenden 
Zweitantikörper inkubiert. Nach drei weiteren Waschschritten mit 1x TBS/0,4 % 
                                                                       MATERIAL UND METHODEN 117 
Tween20 bzw. 1x PBS wurde die Chemilumineszenz-Reaktion unter Anwendung des 
ECL-Detektionsreagenz nach Herstellerangaben (GE Healthcare) angeregt. 
Anschließend wurde in eine lichtdichten Kassette ein Film (Medical X-Ray Screen Film 
Blue Sensitive, CEA)  auf die Membran für 15 sec bis zu 60 min gelegt und dieser 
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AID Aktivierungsinduzierte Cytidin-Deaminase 
ALV Aviäres Leukose Virus 
APE apurinische/apyrimidinische Endonuklease 
APOBEC1 apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide 1 
APS Ammoniumperoxidsulfat 
Array-CGH comparative genomic hybridization, komparative genomische Hybridisierung 
AT Mutation an A:T-Basenpaar 
ATM ataxia telangiectasia mutated 
ATP Adenosintriphosphat 
ATR ataxia telangiectasia and Rad3 related 
ATRIP ATR interacting protein 
  
B  
Bach2 BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper transcription factor 2 
Bcl-xL B-cell lymphoma-extra large 
Bcl2 B-cell lymphoma 2 
Bcl6 B-cell CLL/lymphoma 6 
BER Basenexzisionsreparatur 
BIC B-cell integration cluster 
Blimp1 B lymphocyte-induced maturation protein 
bp Basenpaar(e) 
BRCA1/2 breast cancer 1/2, early onset 




c-Myc avian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog 
C-Segment constant-Segment 
ca.  circa 
CAG chicken ß-actin 
CD cluster of differentiation antigen 
Cdc14B cell division cycle 14 homolog B 
CDC25 cell division cycle 25 
cDNA complementary DNA, komplementäre DNA 
CDR complementary determining region 
CFDA-SE Carboxyfluoresceindiacetat-Succinimidylester 
CFSE Carboxyfluorescein-Succinimidylester 
ChIP Chromatin Immunprecipitation 
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Chk1/2 Checkpoint kinase 1/2 
CIP calf intestinal alkaline phosphatase 




cytomegalovirus immediate early-Enhancer 
CO2 Kohlenstoffdioxid 
Cre cyclization recombination 
CRM1 chromosome region maintenance 1 (exportin 1) 
CSR class switch recombination 
Cul4A cullin 4A 
CXCR4 CXC-Motiv Chemokinrezeptor 4 
D-MEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
D-Segment diversity-Segment 
DDB1 damage-specific DNA binding protein 1 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DLBCL diffuse large B cell lymphoma, diffus großzelliges B-Zelllymphom 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA deoxyribonucleic acid 
dNTP Deoxyribonukleotidtriphosphat 
DSB double-strand break, Doppelstrangbruch 
DTT Dithiotreitol 
DZ dunkle Zone des Keimzentrums 
  
E  
E. coli Escherichia coli 
E6,5 Embryonalstadium Tag 6,5 
EBV Epstein Barr Virus 
ECL enhanced chemiluminescence 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EGTA Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraessigsäure 
et al. et alterae, und andere 
ExoI exonuclease 1 




FAAP24 Fanconi anemia-associated protein, 24 kDa 
FACS fluorescence activated cell sorting 
FANC Fanconi anemia, complementation group 
FANCD2/E/M Fanconi anemia, complementation group D2/E/M 
Fbx6 F-box protein 6 
FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
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g gravitation force 
G. Gallus Gallus gallus (Haushuhn) 
G1/2-Phase gap1/2-Phase 
GC gene conversion, Genkonversion 
GKM Genkonversionsmutationen 
GPT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase aus E.coli 
  
H  
H2Obidest zweifach destilliertes Wasser 
HA-Tag Haemagglutinin-Tag 
HeLa-Zelllinie Gebärmutterhalskrebszelllinie von Henrietta Lacks 
HoxC4 homeobox C4 
HR homologous recombination 
Hsp90 heat shock protein 90 kDa 
HU hydroxyurea, Hydroxyharnstoff 








Intron intervening sequence 
IR ionising radiation 
IRES interne ribosomale Eintrittsstelle 














LB-Medium lysogeny broth-Medium 
loxP locus of X-over of P1-sites 
LTR long terminal repeat 
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M  
M Molar 
M. musculus Mus musculus (Hausmaus) 
MDC1 mediator of DNA damage checkpoint 1 
min Minute(n) 
miRNA microRNA 
MK2 mitogen-activated protein kinase-activated protein kinase 2 
mM Millimolar 
MMR mismatch repair 
MMS Methylmethansulfonat 
mRNA messenger RNA 
MSH2/6 mutS homolog 2 
Mut./bp Mutationen pro Basenpaar 
  
N  
N-Nukleotide nicht-matrizenkodierte Nukleotide 
NaOH Natriumhydroxid 
NCBI National Center for Biotechnology Information, Nationales Zentrum  
für Biotechnologieinformation 
NEK11 NIMA-related kinase 11 
NES nukleäre Exportsequenz 
NH4Cl Ammoniumchlorid 
NHEJ non-homologous end joining 
NK-Zellen natural killer cells 
NKG2D natural killer group 2, member D 
nM Nanomolar 









P-Nukleotide palindromische Nukleotide 
p21 cyclin-dependent kinase inhibitor 1A 
p53 tumor suppressor protein p53 
Pax5 paired box 5 
PCNA proliferating cell nuclear antigen 
PCR polymerase chain reaction, Polymerasekettenreaktion 
PDK1 pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme 1 
pH pondus Hydrogenii, Maß für die Stärke der sauren bzw. basischen Wirkung 
einer wässrigen Lösung 
PI Propidiumiodid 
PKA Protein Kinase A 
PM Punktmutation 
PNA peanut agglutinin, Erdnuss-Agglutinin 
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Pol Polymerase 
PPM1D Protein phosphatase 1D magnesium-dependent, delta isoform 
Ptbp2 polypyrimidine tract binding protein 2 
  
Q  
qRT-PCR quantitative real-time polymerase chain reaction 
  
R  
R Purin (Adenin oder Guanin)	  
Rae-1 retinoic acid early inducible-1 
RAG1/2 recombination activating gene 1/2 
RDM1 Rad52 motif 1 
Rek. rekonstituiert 
RFC replication factor c 
RNA ribonucleic aid 
RPA replication protein A 




S38A Serin 38 wurde gegen Asparagin ausgetauscht 
SDS sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat 
sec Sekunden 
Ser Serin 
SHM somatische Hypermutation 
Spt5 Suppressor of Ty's 
ssDNA einzelsträngige DNA 




T309A Threonin an Position 309 wurde gegen Alanin ausgetauscht 
Tag Markierung 
TdT terminal deoxynucleotidyl transferase 
TGF-ß transforming growth factor, beta 
Thr Threonin 
Tlk1 tousled-like kinase 1 








u.a. unter anderem 
UNG2 uracil DNA glycosylase 
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UTR untranslated region 





VH V-Segment der schweren Ig-Kette 
VKRRDS Valin, Lysin, Arginin, Arginin, Asparaginsäure, Serin 
VL V-Segment der leichten Ig-Kette 






Xbp1 x-box binding protein 1 
XRCC1 x-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 1 
XRCC2/3 x-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 2/3 
Y  
Y Pyrimidin (Cytosin oder Thymin) 
  
Z  
z.B. zum Beispiel 
z.T. zum Teil 
ZM zweideutige Mutation 
(M/I/L/V)X(R/K)X
X(S/T) 
(Methionin/Isoleucin/Leucin/Valin) beliebig (Arginin/Lysin) 2x beliebig 
(Serin/Threonin) 
% Prozent 
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